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RESUMEN

El protozoario del género Leishmania con varias especies ocasiona
enfermedades denominadas leishmaniasis. El género Leishmania contiene dos
subgéneros Leishmania y Viannia, que incluyen 21 especies patdgenas para el
hombre. En el Ecuador, se han identificado los 2 subgéneros con las especies L.
mexicana, L. amazonensis y L. major (subgénero Leishmania); L. braziliensis, L.
panamensis, L. guyanensis, L. naiffi y L. lainsoni (subgénero Viannia). Existe
predominancia de especies de acuerdo a las regiones geograficas del pais. Es
conocido que diferentes subgéneros-especies determinan diferentes formas
clinicas, asi como diferencian el tratamiento y el prondstico de la enfermedad.
La técnica mas usada para el diagndstico de leishmaniasis es la identificacion de
las formas parasitarias amastigotes de Leishmania por microscopia de luz. Los
métodos de caracterizacion e identificacion de subgéneros y especies se basan
en caracteres bioquimicos, inmunologicos y moleculares. Por microscopia es
imposible diferenciar entre subgéneros debido a que estos organismos son
morfologicamente idénticos. Las herramientas moleculares han demostrado
utilidad para diagnosticar, caracterizar, tipificar, y cuantificar los agentes
etiolégicos. En la presente investigacion, se ha realizado el disefio de una PCR
multiple con el propdsito de diferenciar entre los subgéneros Leishmania y
Viannia, se generd un analisis bioinformatico mediante alineamientos multiples
de secuencias de marcadores moleculares con el fin de obtener secuencias
consenso para los dos subgéneros. A partir de dicho andlisis se determiné que
los marcadores moleculares para la diferenciacion fueron los genes cpb y nagA,
coincidiendo con los reportes de otras investigaciones. Por medio de la seleccién
de los genes, se procedi6 al disefio de cebadores discriminantes y
posteriormente a la estandarizacién de una PCR mudltiple. Como resultado, se
obtuvo amplificaciones con los siguientes tamafios; una de 300 pb perteneciente
a la amplificacion parcial del gen nagA para la identificacion del subgénero
Leishmania y otro de 172 pb perteneciente a la amplificacion parcial del gen cpb
para la identificacion del subgénero Viannia. Los resultados por PCR fueron

respaldados por un analisis de secuenciacién evidenciando la alta confiabilidad



de la técnica. Ya estandarizada la técnica, se procedié a su aplicacion en
muestras humanas inmovilizadas en papel FTA provenientes de la Amazonia.
La presente investigacion permitira la identificacion precisa de los subgéneros
en las lesiones de pacientes, asi como la discriminacion de vectores y
reservorios. A futuro permitira el desarrollo de otros proyectos enfocados a la

distribucién geogréfica de dichos subgéneros



ABSTRACT

The protozoa parasite of the genus Leishmania produce high impact diseases
named leishmaniases. Mainly, this genus contains 2 subgenus (Viannia and
Leishmania) that have 21 pathogenic species for humans. In Ecuador, it has been
detected the 2-subgenus presence with the species: L. mexicana, L.
amazonensis and L. major (Leishmania subgenus); L. braziliensis, L.
panamensis, L. guyanensis, L. naiffi and L. lainsoni (Viannia subgenus). There is
a species predominance according to the geographical regions located in the
country. It is known that many subgenus-species are closely related with the
clinical manifestations in the affected patients as well as the disease’s forecast
and the respective downstream treatment. For this disease diagnosis, the most
used technique is light microscopy that identifies the Leishmania amastigotes
forms. The microscopic technique has a huge disadvantage that is the inability
for the differentiation of the subgenus and species, due to, there is no a
morphological difference between them. In the case of the detection between
subgenus and species in Leishmania, there are some biochemical,
immunological and molecular characteristics that are mainly considered. Some
molecular tools have been demonstrated to be useful for the diagnosis,
characterization, typing and quantification of the etiological agents. In the present
investigation, we designed a multiplex-PCR with the main objective to
differentiate between the Leishmania and Viannia subgenus. To achieve this
objective, we made a bioinformatic analysis, that encompassed multiple
sequences alignments from different molecular markers with the purpose of
obtaining some consensus sequences for each subgenus. In base of this pre-
analysis we determined that the cpb and nagA genes are optimum for the
differentiation, coinciding with different studies asseverations. With the gene’s
selection, we designed some discriminant primers that allowed us to develop a
downstream multiplex-PCR. As a result, we obtained some PCR products that
have the following sizes; one 300 bp amplicon from the nagA gene for the
Leishmania subgenus and a 172 pb amplicon from the cpb gene for the Viannia

subgenus. The PCR results were comfirmed by a later sequencing analysis that



demonstrated a high reliability in the developed technique. The standardized
technique was applied in immobilized human samples in FTA papers from the
Ecuadorian amazon. The present investigation will allow the precise subgenus
identification in different patient lesions, as well as the discrimination of reservoirs
and vectors. In the future, this technique could help in the development of some

projects that are directed to the study of the subgenus geographical distribution.
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1. CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

Las leishmaniasis son un grupo de infecciones zoonéticas causadas por
parasitos protozoarios del género Leishmania que afectan a la piel, mucosas y
visceras. Dichos parasitos poseen una alta incidencia a nivel mundial (Alvar et
al., 2012).

Taxondmicamente el parasito intracelular obligatorio del género Leishmania esta
clasificado en el reino protista, del filo Euglenozoa en Ila familia
Trypanosomatidae. Segun varios autores, el género Leishmania se encuentra
dividido en dos grupos: Euleishmania y Paraleishmania, que a su vez engloban

varios subgéneros (Boité et al., 2012; Cupolillo et al., 2000).

El grupo Euleishmania contiene cuatro subgéneros (Viannia, Leishmania,
Sauroleishmania y Mundinia), de los cuales dos (Viannia y Leishmania),
presentan especies que tienen alta patogenicidad para el ser humano, es por ello
gue dicho grupo es el mas estudiado y caracterizado (Akhoundi et al., 2016). El
grupo Paraleishmania tiene hasta el momento dos subgéneros (Endotrypanum y
Porcisia). Este grupo a diferencia de Euloleishmania, no es muy estudiado
debido a que las especies presentes en ese clado tiene alta divergencia genética
(D=1.04) con secuencias muy inestables que muestran sesgos con las
secuencias de las especies del grupo Euloleishmania (Cupolillo et al., 2000;

Espinosa et al., 2018).

Las especies pertenecientes al género Leishmania son trasmitidas entre
animales reservorios (dependiendo de la zona endémica) y al hombre por medio
de la picadura de dipteros pertenecientes a los géneros Phlebotomus y

Lutzomyia. Los dipteros del género Phlebotomus son los principales vectores en



zonas endémicas pertenecientes al viejo mundo (Africa, Medio Oriente, Europa
y Asia), mientras que los dipteros del género Lutzomyia se encuentran
Unicamente en América (Stauch et al., 2014).

Los parasitos del género Leishmania pueden ocasionar un total de tres formas
clinicas en los seres humanos: cutdnea (LC), mucocutéanea (LMC) y visceral
(LV). En la forma de la leishmaniasis cutanea, se presentan varias Ulceras
generalizadas en todo el cuerpo, las cuales pueden evolucionar hasta convertirse
en formas verrugosas, recidivans, nodulares, difusas, post-Kala azar, etc. (Alvar
et al., 2012; Rojas et al., 2006). Asi mismo, la leishmaniasis cutanea también
puede progresar al cuadro mucocutaneo, en donde existe una aparicion de
afecciones al sistema nasal y traqueal, causando dafio a las cuerdas bucales,
cartilagos y estructuras 0seas del paciente (Fleta et al., 2001). A diferencia de
las formas cutanea y mucocutanea, la leishmaniasis visceral presenta cuadros
graves como la inflamacion extrema de 6rganos del aparato digestivo como el
higado y el bazo, produciendo hepatomegalia y esplenomegalia respectivamente
(dos Santos et al., 2018).

Se sabe que las diferentes formas clinicas de leishmaniasis estan estrechamente
relacionadas con las especies infectantes. Asi, la leishmaniasis visceral es
causada por especies pertenecientes al subgénero Leishmania con las especies:
L. infantum, L. chagasi, L donovani y L. major; y la leishmaniasis mucocutanea
por especies del subgénero Viannia como L. braziliensis, L. panamensis y L.
guyanensis. Para la forma cutanea, se conoce que es producida por todas las
especies de los subgéneros Viannia y Leishmania, sin embargo, muchas
especies pueden presentar evoluciones en los cuadros clinicos como se

menciond anteriormente (Akhoundi et al., 2017).

Actualmente, la forma clinica mas prevalente a nivel mundial es la cutanea,
donde el 95% de los casos se encuentran distribuidos en 3 regiones: la primera
es en el medio oriente (Siria, Arabia Saudita e Iran), la segunda es en el norte de

Africa (Tunez y Argelia) y la tercera es en América del Sur (Colombia, Perq,



Ecuador, Venezuela y Brasil). Para la leishmaniasis visceral, hasta el momento
existe un total de 90.000 casos nuevos que aparecen dispersos en América
(Brasil), Africa (Sudan, Somalia, Kenia, Etiopia) y Asia (India). En cambio, la
leishmaniasis mucocutanea tiene un 90% de incidencia en paises como Perd,
Bolivia y Brasil (OMS, 2018).

Mundialmente, los parasitos del género Leishmania se encuentran distribuidos
en 98 paises de cuatro continentes (América, Europa, Africa, y Asia) que tienen
distintas areas endémicas aptas para el desarrollo del agente etioldgico. América
es el continente que tiene mayor niumero de especies de Leishmania patégenas
para el hombre, distribuidas en toda su extension a excepcion de Canada, Cuba
y la parte sur de Argentina y Chile. Después de América; Africa y Asia son los
continentes que tienen la predominancia de especies que pertenecen
unicamente al subgénero Leishmania como: L. donovani, L. infantum, L. tropica
y L. major y L. arabica. Europa solo tiene una especie patdégena que es L.

donovani.

El Ecuador, al estar ubicado en el noroeste de América del Sur, en la linea
equinoccial y con variedad de climas tropicales, subtropicales y andinos,
presenta ecosistemas Optimos para el desarrollo de vectores y reservorios,
entonces aptos para la transmision de las especies de Leishmania (Calvopifia et
al., 2004). Segun estudios previos, existe un total de ocho especies del parasito
circulando en las tres regiones geograficas continentales, infectando a
poblaciones principalmente rurales. En la Costa existe prevalencia de las
especies L. guyanensis, L. panamensis y L. braziliensis, en la Regién Andina
predominan las especies L. guyanensis, L. braziliensis, L. mexicana y L. major.
Por dltimo en la Amazonia, estan presentes especies como L. lainsoni, L. naiffi,
L. guyanensis, L. braziliensis y L. amazonensis (Armijos et al., 1990; Calvopifia
et al., 2006; Calvopiiia et al., 2004; Kato et al., 2016; Kato et al., 2013).



En el Ecuador, el Ministerio de Salud Publica (MSP) considera a las
leishmaniasis como un problema importante en la salud publica. En los ultimos
afos, los casos relacionados a esta enfermedad se han incrementado
gradualmente. En el afio 2000, se publico que la prevalencia de leishmaniasis se
daba principalmente en las comunidades rurales (Calvopifia et al., 2004). Para
el ano 2016, los brigadistas del MSP identificaron un total de 236 casos de la
enfermedad (MSP, 2016). Un afio después, hubo un incremento del 82%; en total
se detectaron 430 nuevos casos, de los cuales, la mayoria pertenecia al cuadro
clinico de LC. En ese mismo afio, analistas generaron registros de los patrones
de aparicion de dicha enfermedad y concluyeron que los meses de septiembre,
octubre y diciembre aparecieron mas de 300 casos distribuidos en las provincias
costeras de Esmeraldas, Manabi y Santo Domingo de los Tséachilas (“La

leishmaniasis se aproxima a zonas urbanas de Manabi”, 2017).

En el pais solo se presentan dos cuadros clinicos: leishmaniasis cutanea y
mucocutanea. Esta afirmacion es sustentada gracias a investigaciones previas
gue fueron llevadas a cabo por el Ministerio de Salud Publica del Ecuador (MSP)
en el afio 2013, en donde este organismo estatal identificd la prevalencia de las
principales especies que generan los cuadros clinicos nombrados anteriormente.
El Ministerio de Salud Publica del Ecuador determiné que L. braziliensis, L.
panamensis, L. guyanensis, L. mexicana, y L. amazonensis tienen una mayor
prevalencia en la region continental del Ecuador a comparacién de L. major, L.
naiffi y L. lainsoni (MSP, 2013).

La caracterizacion e identificacion de los subgéneros y especies de Leishmania
se dificulta cuando se utilizan como base las caracteristicas morfolégicas y
morfométricas del parasito, por cuanto una de las caracteristicas principales de
estos organismos es la alta similitud morfolégica entre especies del género
Leishmania. En épocas anteriores al descubrimiento del ADN, la Unica técnica
empleada para la identificacion y caracterizacién del parasito amastigote de

Leishmania fue la microscopia, pero sin llegar a la diferenciacion entre especies.



Gracias a la microscopia, muchos investigadores pudieron observar y
caracterizar al agente etiolégico conjunto a su comportamiento parasitario con
respecto a sus huéspedes y su relacidn con los vectores transmisores (Akhoundi
et al., 2013). La desventaja principal de la microscopia consistia en la
diferenciaciéon entre especies debido a que estas, como ya se menciond, no
presentan diferencias significativas en su morfologia celular. De hecho, el
nombramiento por especies se dio gracias al aparecimiento de los agentes
etioldgicos conforme a su distribucion geogréfica y sus descubridores (Donovan,
1903; Leishman, 1903; Ross, 1903; Soccol et al., 1993).

A la microscopia le siguieron varias técnicas innovadoras que utilizan las
cualidades moleculares de los agentes etiologicos. Dichas técnicas pueden ser

gendmicas o protedmicas.

En protedmica, existen distintas técnicas como el Western Blot, el Dot Blot y
ELISA (directo, indirecto y sanduche) que usan las propiedades de los
anticuerpos para la deteccidon de proteinas o péptidos auténticos de los agentes
etiolégicos. En el caso del inmunoensayo ELISA, diferentes investigaciones
desarrollaron un método de deteccion de antigenos de Leishmania a partir de
fluidos corporales externos como medida alterna a las muestras sanguineas; en
dichos trabajos se ha comprobado que no era necesaria la extraccion invasiva
de muestra sanguinea (suero) al paciente, solo basté una muestra de orina para
la identificacion del mismo mediante el uso de anticuerpos monoclonales
discriminantes. Adicionalmente, se ha determinado que el anticuerpo monoclonal
BS5-1VD3 es el mas apto para identificar a las especies L. donovaniy L. infantum
gue ocasionan el cuadro clinico visceral, siendo capaz de unirse a un polipéptido
del agente etiolégico excretado en la orina de varios pacientes (Kohanteb et al.,
1987; Sarkari et al., 1992). Otras investigaciones han empleado la técnica de
Western Blot con la finalidad de caracterizar puntualmente los posibles antigenos

de Leishmania, en muestras de distintos periodos de infeccion (kala-azar



temprana y kala-azar desarrollada) con el uso de anticuerpos monoclonales
(Sinha, Arora, Datta, y Sehgal, 1992).

Sin embargo, existen otras técnicas proteémicas que no requieren el uso de
anticuerpos monoclonales, entre esas técnicas se encuentra el analisis de
proteinas funcionales, cuyo objetivo es la determinacion de perfiles
isoenzimaticos (zimodemas) que contienen distintos organismos. El grupo de
Calvopifia (2006), mediante dicha técnica, a determinado un total de veintiin
perfiles isoenzimaticos para distintas especies de Leishmania con el fin de
concretar y detallar la distribucion geografica de las especies en el éarea
continental del Ecuador.

A nivel genomico, existen distintos procedimientos que analizan la conformacion
de los acidos nucleicos de los organismos. Dichos procedimientos, pueden ser
usados tanto para la identificacion, la discriminacion y la cuantificacion de los
agentes etiologicos. Entre las herramientas gendmicas mas usadas se
encuentran la: PCR (por sus siglas en inglés Polymerase Chain Reaction), y la
secuenciacion (Akhoundi et al., 2017; van Dijk et al., 2018).

La PCR, es una técnica cuyo objetivo es la replicacion in vitro de fragmentos de
ADN. Desde su invencion en los 80, la PCR ha sufrido varios cambios en base a
los direccionamientos requeridos para el estudio de los organismos. Entre las
variantes de la PCR mas nombradas se encuentran: PCR multiple, PCR anidada,
PCR semianidada, PCR-RFLP, gPCR, PCR-LAMP, PCR-ELISA, etc. La PCR
multiple es aquella que amplifica simultaneamente varias zonas gendémicas, en
Leishmania, dicha técnica se ha empleado para la identificacion o deteccion de
agentes etiolégicos a nivel de géneros, subgéneros y especies (Cella Conter et
al., 2017; Jorquera et al., 2005). La PCR anidada y semianidada, es una técnica
gue consiste en la amplificacién sucesiva de productos PCR o amplicones de
manera parcial con cebadores discriminantes, dicha técnica ha sido dirigida

principalmente para la discriminacién de especies. (Akhavan et al., 2010). La



PCR-RFLP (por sus siglas en inglés Restriction Fragment Polimorfism) es
aquella que emplea enzimas de restriccion con el fin de determinar los
polimorfismos nucleotidicos de las especies, es por ello que esta técnica es mas
usada para la determinacion de andlisis filogenéticos (Hajjaran et al., 2014). La
gPCR (PCR cuantitativa), a diferencia de las anteriores, permite la medicién
exacta de amplicones generados en cada ciclo, en consecuencia, esta técnica
permite cuantificar con exactitud la cantidad de agentes etiolégicos en una
muestra (Galluzzi et al., 2018). La PCR-LAMP, es aquella que amplifica regiones
genomicas a temperatura constante, este procedimiento es muy usado para la
determinacién de la presencia del parasito en muestras clinicas debido a que no
requiere de termocicladores y es una técnica economica (Khan et al., 2012). La
secuenciacion a diferencia de la PCR y sus variantes es usada para la deteccion
puntual de especies y la generacion de analisis filogenéticos. La secuenciacion
no solo es usada para analisis gendmico, también puede ser usado para analisis
epigenomico y transcriptomico de los agentes etioldgicos (Cantacessi et al.,
2015).

1.2. Planteamiento del problema

A nivel mundial, no existe una técnica estandarizada y consensuada que permita
la identificacion exacta, puntual, inmediata y masiva de los parasitos del género
Leishmania. Es por ello, que es un reto determinar una técnica goldstandard que
faculte el establecimiento de un programa estratégico y efectivo para el control

general de la enfermedad en todos los paises (Rezvan et al., 2017).

Segun la OMS, la deteccion del agente etiol6gico en seres humanos se realiza
mayormente con pruebas parasitologicas rapidas en donde requieren

evaluaciones microbioldgicas, citolégicas, e histolégicas (OMS, 2018).



Entre las evaluaciones mas usadas es la microscopia, en donde tiene una
sensibilidad muy baja de entre 15 a 70% cuando el analista la aplica en cortos
periodos de tiempo, lo que determina que esa técnica no es efectiva para la
deteccion puntual del parésito de estudio cuando se trata de procesar grandes
cantidades de muestras (Rezvan et al., 2017). Ademas, debido a que no existen
diferencias a nivel morfologico entre las especies de Leishmania, la observacion
microscoépica no tiene la capacidad de diferenciar entre subgéneros, especies y
subespecies, ni detectar casos de coinfeccion o presencia de parasitos hibridos,
por lo tanto, la identificacion por microscopia también no puede pronosticar los
posibles cuadros clinicos que pueden evolucionar en el paciente afectado (Kato
et al., 2005; Khalid et al., 2012). Otra de las falencias que puede presentar la
microscopia es el aparecimiento de sesgos en los resultados obteniendo falsos
positivos y falsos negativos, lo que implica el surgimiento de errores a nivel de
diagnostico (MSP, 2013).

Otra técnica muy usada para la deteccion es el cultivo celular, en donde su
desarrollo implica equipamiento altamente sofisticado con un alto nivel asepsia
requiriendo un alto grado de inversion economica y de tiempo. También, varios
estudios han demostrado que, la viabilidad o supervivencia de los parasitos
recolectados a partir de una biopsia con posterior induccion a cultivo in vitro es

muy baja e ineficiente (Berman, 1997).

Como se habia mencionado anteriormente, en el Ecuador, las leishmaniasis
cutdneas y mucocutdneas son consideradas un problema de salud publica
siendo endémicas en las regiones tropicales de la Costa y Amazonia. Hasta el
presente se han identificado los 2 subgéneros patogénicos del género
Leishmania, entre los 2 subgéneros suman 8 especies circulando en el territorio
continental e insular (Armijos et al., 1990; Calvopifia et al., 2006; Calvopifia et
al., 2004; Kato et al., 2016; Kato et al., 2013).



En el Ecuador, la técnica goldstandard mas usada para la identificacion y
diagnéstico de Leishmania es la microscopia de luz, a pesar de las innumerables
desventajas que esta presenta. EI MSP, evita el uso de técnicas moleculares
debido a los altos costos que estas tienen, principalmente en el aparecimiento

de brotes.

1.3. Objetivo general

Desarrollar y estandarizar la técnica de la PCR-mdltiple para identificar y
diferenciar molecularmente entre los subgéneros de Leishmania (Leishmania y

Viannia).

1.4. Objetivos especificos

- Realizar un analisis bioinformatico de marcadores moleculares y disefar
cebadores especificos para los subgéneros Leishmania y Viannia, utilizando

la base de datos GenBank.

- Implementar la técnica de multiplex-PCR para el diagnostico molecular de
los subgéneros de Leishmania spp. en muestras provenientes de la

Amazonia.

1.5. Justificacion

Dada la problematica generada por las técnicas citologicas e histoldgicas, las
técnicas moleculares como la PCR y la secuenciacion presentan ventajas muy
significativas para la deteccién, identificacion y diferenciacion de los agentes
etiolégicos presentes en cualquier tipo de muestra (El-Salam, Ayas, y Ullah,

2014). Para la PCR, distintos estudios han demostrado que esta técnica posee
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un alto nivel de efectividad en comparacién con la microscopia clasica. Segun
Harris (1998), la cantidad minima de ADN que puede ser amplificada en una
PCR es de hasta 1 femtogramo, demostrando un alto nivel de sensibilidad y
efectividad para el andlisis de diversas muestras. Otra ventaja que puede mostrar
la PCR, es el tiempo de procesamiento y deteccion, ya que esta emplea un
menor tiempo de desarrollo en comparacion de la microscopia y el cultivo celular,
tomando en cuenta que el aparecimiento de sesgos y errores es definitivamente
nulo. En consecuencia, una técnica estandarizada como la PCR puede examinar
un gran numero de muestras en el caso de un brote de alto impacto (Antinori et
al., 2007).

Por otro lado, un punto importante a considerar para la PCR, es el alto nivel de
especificidad. La PCR, es una técnica que puede ser disefiada para la
diferenciacion entre subgéneros de los agentes etiologicos. El uso de cebadores
especificos cuya capacidad es la discriminacion entre subgéneros, permitira a
los investigadores relacionar a las especies pertenecientes de un subgénero con
respecto a los cuadros clinicos que se pueden desarrollar o manifestar a futuro
(Akhoundi et al., 2017). Por lo anteriormente expuesto, la busqueda de una
nueva variante de la técnica PCR que permita la discriminacién entre
subgéneros es importante. Esto no solo permitird el diagnéstico rapido y
confiable de positividad o negatividad de la muestra, sino que ademas permitira
conocer el subgénero y por ende la aproximacion a la especie presente en la
lesion del paciente, determinandose ademas la distribucion geografica de los
subgéneros en las distintas regiones del pais (Kato et al., 2016). Con la
obtencién de este resultado el tratamiento sera de acuerdo al subgénero y se
inferira la curacion, pronostico y/o complicaciones. Otro punto a favor de la
especificidad del uso de cebadores, es la evasion por parte de la técnica a no
amplificar material gendémico innecesario como ADN humano. Como
consecuencia, la PCR puede ser aplicada en cualquier tipo de muestras de

distinto origen, ya sea humano o de animales (vectores y reservorios).
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Dado el reto de encontrar una técnica goldstandard para la identificacion y
diagnéstico de los agentes etioldgicos (Leishmania), el presente proyecto no solo
propone ventajas técnicas a comparacion de los métodos usados habitualmente
a nivel mundial y nacional, si no también pretende optimizar la técnica con la
finalidad de disminuir al maximo los costos que esta requiere. En consecuencia,
dicha técnica va a tener mayor rango de amplitud para su aplicacion en el
procesamiento masivo de muestras conjunto a una viabilidad para ser usada en

diversas localidades a nivel nacional, e inclusive en otros paises.

2. CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. El paréasito: Leishmania

Las especies de Leishmania son parasitos unicelulares pertenecientes al género
Leishmania de la familia trypanosomatidae del reino protista (Steverding, 2017).
Cabe mencionar que dichos parasitos también tienen la capacidad de infectar no
solo a seres humanos, sino también a distintos animales que viven en las zonas
endémicas. Estos animales pueden ser tanto domeésticos o silvestres, es por eso
gue las leishmaniasis también son consideradas como una enfermedad
zoonotica de alto impacto en la salud de la fauna urbana y silvestre (Ashford,
2000; Dantas-Torres, 2007).

2.1.1. Caracteristicas celulares y morfolégicas de Leishmania

Los protozoos del género Leishmania son considerados como organismos
digenéticos, es decir que cambian su morfologia dependiendo de la etapa de su
ciclo de vida (Sunter et al, 2017). Los cambios morfolégicos que este tipo de
parasito sufre dependeran de dos elementos: el hospedero que puede ser
cualquier tipo de mamifero y el vector que pueden ser insectos voladores. Se

sabe que los cambios en la morfologia de Leishmania son muy versatiles debido
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a la gran diversidad de formas celulares que se encuentran en los organismos
hospederos y vectores. Leishmania tiene dos formas celulares principales: la
primera forma es el amastigote que es predominante en células mamiferas y la
segunda es el promastigote que es predominante en el vector. La morfologia
celular de Leishmania tiene varias caracteristicas de interés. De manera inicial
esta tiene una simple membrana citoplasméatica lisa que rodea a todo el complejo
celular, debajo de la membrana se encuentra un area estriada separada por una
capa de baja densidad. La zona estriada contiene una alta cantidad de
estructuras tubulares de un didmetro entre 150 a 200 Armstrong (A°), dichas
estructuras son conocidas como fibrillas subpeliculares y estas se encuentran

paralelamente en el axis de la célula (Aleman, 1969).

Figura 1. Componentes intracelulares de Leishmania.

Tomado de (Aleman, 1969)

V (Vacuola intracelular), R (Reservorio flagelar), E (Reticulo endoplasmético), M (Mitocondria), F

(Flagelo longitudinal y transversal), K (Kinetoplasto), PM (Membrana Plasmatica)

Dentro del citosol, la célula de Leishmania tiene varios componentes de interés

gue se pueden observar claramente en la Figura 1:

a. Kinetoplasto; este contiene una doble membrana que esta invaginada
dando lugar a una forma de media luna, dentro de dicha forma se pueden

observar crestas bien definidas que dividen al sistema formando una
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estructura fibrosa (Aleman, 1969). Cabe mencionar que el kinestoplasto
esta compuesto principalmente de ADN y este puede ser identificado
experimentalmente con tincion de Feulgen (Steinert et al., 1967).

. Blefaroplasto; también llamado como cuerpo basal, es una estructura que
se ubica a lado del kinetoplasto y es en donde se posiciona el axonema.
El axonema es un componente rico en microtibulos y es aquel que forma
parte en el desarrollo morfoldgico del flagelo de la célula, los microtibulos
envuelven al sitio de unién flagelar (Aleman, 1969).

. Aparato de Golgi; es una estructura conformada de varios sacos cuya
funcién principal es la biosintesis de varios tipos de lipidos como los
fosfolipidos (Berg, Stryer, Tymoczko, y Macarulla, 2007). En Leishmania
el aparato de Golgi generalmente se ubica alrededor del kinetoplasto y
nacleo (Ogbadoyi, Robinson, y Gull, 2003).

. Mitocondrias; las mitocondrias tienen como funcion la respiracion celular
mediante la fosforilacion oxidativa y el consumo de acidos grasos (Berg
et al., 2007). En Leishmania las mitocondrias pueden tener tamafo
variable y tienen alta concentracion de Figuras de mielina (Aleman, 1969;
Ogbadoyi et al., 2003).

. Vacuolas; son cuerpos intracelulares cuya funcién es el almacenamiento
de varios componentes para el metabolismo celular, en la mayoria de
casos el protozoo almacena lipidos y otros componentes metabdlicos para
su desarrollo dependiendo de su ciclo de vida (Sunter y Gull, 2017).
Reservorio; también llamado bolsillo flagelar, es una invaginacion que
permite generar el espacio para el depdsito del flagelo, dicho reservorio
se encuentra mayormente pronunciado en la fase celular de amastigoto
(Lacomble et al., 2009). A nivel molecular, el reservorio contiene un total
de 34 proteinas de union flagelar que participan activamente en las dos
fases morfoldgicas de Leishmania. Cabe mencionar que el reservorio
tiene dos dominios principales; el bolsillo y el cuello, dichos dominios son
unidos por una estructura larga denominada collar. Otra de las
caracteristicas mas predominantes del reservorio es la existencia de un

cuarteto microtubular (MtQ) que de desplaza por los dos dominios ya
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indicados anteriormente conjunto a un filamento de unién con el flagelo
(FAZ) (Wheeler, Sunter, y Gull, 2016).

g. Flagelo; es una estructura rica en microtdbulos y microfibrillas, este se
encuentra situado después del cuerpo basal de la estructura principal,
este elemento es el Unico organelo en donde puede sufrir endocitosis y
exocitosis dependiendo del estado del ciclo de vida del parasito (Lacomble
et al., 2009). Si el protozoo se encuentra en fase de amastigoto, el flagelo
tiene una disminucién morfolégica considerable y estd ubicado en el
citosol dentro del reservorio, en el caso de que el protozoo se encuentra
en fase de promastigoto, el flagelo sufre un aumento de tamafio saliendo
fuera del citosol (Sunter et al., 2017). Se sabe que el flagelo de
Leishmania ejecuta tres funciones esenciales para la supervivencia del
parasito protozoario en el vector y en el hospedero. La primera funcion es
la motilidad ya que el flagelo permite al promastigoto desplazarse dentro
del vector y del hospedero dependiendo del tipo de tejido que se
encuentre (Coutinho-Abreu et al., 2010). La segunda funcion es la
participacion mediadora de anexion con otros sistemas celulares, en
donde la estructura flagelar sirve para mantener al parasito enganchado
o unido al intestino del vector con la finalidad principal de evitar la
expulsion del mismo mediante defecacion (Ye et al., 2012). La tercera
funcidn del flagelo es sensorial, en donde existen varias hipétesis que
explican que dicha estructura tiene la capacidad de identificar mediante
proteinas receptoras extracelulares distintos metabolitos que sirven como
elementos comunicadores de las caracteristicas del medio en donde se

encuentran (Barros et al., 2006).

2.1.1.1. Fisiologia de Leishmania

2.1.1.1.1. Ciclo de vida de Leishmania
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La transmision de Leishmania depende principalmente de dos elementos
importantes; el vector y el hospedero (Alemayehu et al., 2017) (Figura 2).

Para los vectores de Leishmania, se ha determinado que los insectos dipteros
pertenecientes al género Lutzomyia y Phlebotomus son los mas adecuados para
la propagacion de los protozoos debido a que estos se alimentan de la sangre
de distintos mamiferos que se encuentran en varios ecosistemas tropicales y
subtropicales (Maroli et al., 2012). Al vivir en climas tropicales y subtropicales, el
factor abibtico de la temperatura es muy determinante en el desarrollo de los
dipteros ya que estos son muy susceptibles a la deshidratacion, es por eso que
estos se refugian en distintos microhabitats como hoyos, cuevas, rocas y casas
(Claborn, 2010; Goddard et al., 2007). Por ello, muchos mamiferos (silvestres y
domesticos) tienen una mayor susceptibilidad de adquirir dichos parasitos y
participar en el ciclo de vida como reservorios para futuros contagios (Souza et
al, 2009; Travi et al., 2018).

En el caso de los organismos huéspedes existe un amplia variedad de posibles
candidatos, tomando en cuenta que existen dos tipos de interacciones; humana
(antroponosis) y zoonatica (Alemayehu et al., 2017). Adicionalmente, se conoce
gue existen muchos tipos de organismos reservorios de acuerdo a la ubicacion
geografica en donde se encuentran. Para los continentes africano, asiatico y
europeo (Viejo Mundo); los posibles hospederos silvestres pueden ser los
roedores, los murciélagos y los zorros. Para el continente americano (Nuevo
Mundo); los posibles huéspedes salvajes pueden ser los monos, varias especies
de osos, armadillos, roedores, ardillas y varios marsupiales (Daszak et al., 2001,
Roque et al., 2014).

Entendiendo los dos elementos importantes para el desarrollo de Leishmania, el
ciclo de vida comienza desde la picadura del vector hacia el hospedero, en donde
indirectamente el diptero inyecta al protozoo en forma de promastigote, el
promastigote comienza a desplazarse con ayuda de su flagelo hacia el tejido

linfatico del hospedero con el fin de entrar a un proceso de fagocitosis ejecutado
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por células del sistema inmunologico. Ya finalizado el proceso, el promastigote
absorbido dentro de la célula cambia su morfologia celular a amastigote en
donde entra a un proceso de reproduccion celular. EI macréfago infectado con
amastigotes sufre lisis celular liberando a los parasitos unicelulares en el medio,
ocasionando una reaccién en cadena que genera un estrés a las células
aledafas. Los macréfagos no infectados tratan de reducir en niumero a los
amastigotes liberados mediante fagocitosis repitiendo la fase de reproduccién.
El organismo afectado comienza a presentar sintomatologias que afectan a su
comportamiento. Cabe mencionar que existen casos en donde el organismo
hospedero es asintomatico, es decir que este puede contener a los parasitos,
pero no presenta ningun cuadro clinico prominente. El ciclo se cierra cuando otro
diptero obtiene la sangre con el fluido linfatico infectado y succiona a los
amastigotes transfiriéndolos a su sistema digestivo. Los amastigotes se ubican
en el intestino del insecto con la finalidad de cambiar su estado morfolégico a
promastigote obteniendo asi un flagelo que le permita el movimiento.
Completado el cambio morfolégico, los nuevos parasitos se transfieren a la

probdscide del diptero para repetir el ciclo de vida (Figura 2).

2.1.1.1.1.1. Transicion de promastigote a amastigote en Leishmania

La etapa de la deposicion del parasito en el hospedero por parte del vector se
denomina como fase metaciclica ya que las células flageladas que se desplazan
al tejido linfatico son conocidas como promastigotes metaciclicos (Almeida et al.,
2003). Los promastigotes metaciclicos son células de alta motilidad que pueden
desplazarse en largas matrices intracelulares ricas en colageno, es por ello que
en los seres humanos el tejido conjuntivo es uno de los tejidos mas afectados y
el dafio ocasionado por la parasitosis puede ubicarse muy lejos del sitio de
picadura (Petropolis et al., 2014). El parasito al entrar al tejido de interés,
interactia con las células del sistema inmune (macrofagos); varios estudios
como el de Petropolis (2014), han demostrado mediante microscopia electrénica

que el flagelo es la primera estructura en unirse con la membrana extracelular
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del macrofago. Otros estudios también sustentan que el flagelo contiene algunos
receptores extracelulares que pueden identificar algunas proteinas
extracelulares exclusivas de los macréfagos, la interaccion entre las dos células
genera una serie de reacciones metabolicas de sefializacion en cascada para la
region interna de la célula protozoaria conjunto a un movimiento constante por
parte del flagelo ocasionando dafios severos a la membrana extracelular del
macrofago afectado, aumentando asi la probabilidad de entrar e infectar a la
célula de interés (Forestier et al., 2011; Sunter et al., 2017). Una vez dentro del
macrofago, el promastigote modifica de forma muy importante su morfologia
disminuyendo considerablemente la longitud del flagelo mediante una serie de
reestructuraciones. De manera alterna el parasito protozoario genera varias
encapsulaciones intracelulares denominadas vacuolas parasitoforas en donde
son estructuras ricas en enzimas proteoliticas a un medio de pH &cido (Antoine
et al., 1990). Existen dos tipos de vacuolas parasitoforas que pueden formarse
dentro de una célula hospedera, la vacuola del tipo “I” es aquella que tiene la
capacidad de acarrear un solo parasito, la vacuola del tipo “lI” o vacuolas
comunales son las que tienen la capacidad de albergar mas de dos parasitos en
el medio (Real et al., 2010).

A nivel flagelar existen varios cambios moleculares que deben ser considerados.
En el caso del axonema, este sufre cambios en su estructura microtubular antes
y después de la fagocitosis (estructura “9+2” a “9+0/9v”), en el caso del bolsillo
flagelar, existe un cambio en la conformacion de las proteinas encargadas a la
unién con la estructura flagelar; a pesar de dicha reestructuracion no existe un
aumento de espacio entre complejo principal de la célula y el flagelo (Wheeler et
al., 2016).

Se sabe que la mayoria de células eucariontes flageladas tienen la capacidad de
perder su flagelo finalizando un determinado ciclo, un ejemplo es el proceso de
fecundacion entre el espermatozoide y el 6vulo. En el caso de las células de

Leishmania ocurre de una forma muy diferente, debido a que los amastigotes no
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pierden completamente su flagelo al estar dentro de la célula hospedera. Lo que
muchos investigadores piensan que este también tiene un importante rol para la
supervivencia del mismo (Sunter et al., 2017). Existen algunas investigaciones
gue identificaron que el flagelo de Leishmania pierde completamente su funcion
motil en el momento de la fagocitosis y adquiere una nueva funcién sensorial,
dicha funcion puede ser determinante en la supervivencia debido a que este
puede identificar si la célula hospedera es “saludable” o no para una posterior
reproduccién. Es asi que, tomando en cuenta los metabolitos clave de la célula
afectada, el flagelo sensitivo debe estar en conformacion “9+0” y debe tener un
alto grado de acercamiento con la vacuola de la célula protista. (Gluenz et al.,
2010). Existen algunos estudios que sostienen la afirmacion de la actividad
sensitiva de los flagelos “9+0” en los amastigotes. Un ejemplo es el uso de
glucosa libre en el citoplasma de la célula hospedera por parte de las células de
Leishmania mediante una proteina transportadora de la familia LmGT
denominada LmGT1, en donde se ha examinado sus funciones principales con
junto a otras dos isoformas (LmGT2 y LmGT3). A partir de dicha investigacion se
logroé concluir una posible funcion sensitiva de LmGT1 debido a su ubicacién
estrechamente relacionada al axonema del flagelo tomando en cuenta que
existen proteinas transmembranas de similar funcion en distintos organismos
como S. cerevisiae y N. crassa (Burchmore et al., 2003; Gluenz et al., 2010).
Otro ejemplo es la funcionalidad de otros receptores proteicos que detectan la
presencia de nucleétidos como el adenosin trifosfato (ATP), en donde su
presencia puede demostrar cuan “saludable” y “apta” es la célula hospedera para
una posible reproduccion amastigotes, en consecuencia: si una célula es
saludable el amastigoto entrard en un estado activo para reproducirse, si una
célula no es saludable el amastigoto se encontrara en un estado inactivo o de

latencia (Sunter et al., 2017).

En el caso de la organizacion del reservorio flagelar ocurren una serie de
pequefios cambios considerables entre las dos fases (promastigote —
amastigote). Existen algunas excepciones en el cambio de la estructura

conformacional del cuello, en donde el espacio se reduce al momento en que el
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promastigote se adentra al macréfago de interés, en consecuencia, el collar
también se contrae a 0,4 um generando asi un area disponible en el bolsillo
flagelar de 0,01 pm?, esto se debe a que el flagelo principal cambia su estructura
de “9+2” a “9v”. La organizacion de los cuartetos microtubulares en los
amastigotes es diferente a comparacion de los promastigotes debido a que en
los primeros existe una carencia de unos pocos microtubulos (Wheeler et al.,
2016). La disposicion de las proteinas pertenecientes a la zona de unién al
flagelo (FAZ) es diferente en la fase de amastigoto debido a que estas se pueden
agrupar en tres dependiendo de su localizacién; el primer grupo se encuentra
localizado entre la zona de constriccion del cuello del reservorio y el citoplasma
de la célula principal formando asi un anillo en el medio, el segundo grupo esta
ubicado en la zona de formacion del flagelo y el tercer grupo puede formarse en
la zona proximal y distal del flagelo.

2.1.4.1.2 Transicion de amastigote a promastigote en Leishmania

El proceso de diferenciacion de amastigote a promastigote se desarrolla una vez
gue el vector transmisor succiona sangre rica en macréfagos infectados con
vacuolas parasitéforas (Figura 2). Para el proceso de diferenciacion existen
distintos elementos mediadores que permiten el desarrollo de los amastigotes.
Se ha determinado que los factores abidticos como la temperatura y el pH son
determinantes para el direccionamiento de las células para la biogénesis flagelar,
y se conoce que a pH neutro en temperaturas de entre 35 °C a 37°C son las
condiciones oOptimas para la diferenciacion morfolégica (Gadelha et al., 2013).
Cabe mencionar que en esta transicion existe un proceso de division mitética en
las células parasitarias, en consecuencia, también existe la formacidén de cuerpos

intermediarios.

Una de las variaciones importantes que se debe tomar en cuenta en la transicién,
es la formacion de un flagelo motil por cada célula. El periodo total para la

formacion completa de un flagelo activo de un largo de 8 um es de 24 horas, en
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donde se ha determinado que entre las 4 a 6 horas de diferenciacién se generan
los cuerpos intermediarios nombrados anteriormente. A las 4.1 horas de iniciado
el cambio morfoldgico, el flagelo comienza a emerger del reservorio con un
didmetro promedio de 0,51 pum, mucho antes del proceso de duplicacion del
kinetoplasto que se desarrolla a las 5.6 horas del proceso global (Gadelha et al.,
2013). Durante ese periodo, los cambios moleculares a nivel del flagelo son muy
variados, comenzando desde el reservorio, en donde existen variaciones en la
localizacion de las proteinas FAZ dando lugar un espacio Optimo para el
desarrollo de tubulinas que participardn en la biogénesis flagelar. En la
biogénesis flagelar, el axonema sufrira varios cambios que permitirdn la
formacién de un flagelo del tipo “9+2” completamente motil (Wheeler et al., 2016).
En los periodos de formacion de células intermediarias la motilidad por parte del
flagelo es regular ya que recién a las 6 horas de iniciado el proceso global el
axonema apenas sufre elongacion, conjuntamente con una produccion inicial de
proteinas paraflagelares (PFR) en donde son importantes para la induccién motil
(Gadelha et al., 2013; Santrich et al., 1997).

A nivel de la estructura celular principal de Leishmania, encontramos varios
cambios los volumenes de los distintos organelos celulares. En el caso de la
forma del amastigote, la densidad del volumen del nacleo celular es mas del 11%
del volumen celular a comparaciéon de la fase del promastigote, en donde el
nacleo ocupa un volumen celular del menos del 6% (Gadelha et al., 2013).
Existen otros organelos que a diferencia del nicleo, aumentan su volumen en la
transicion a promastigoto, este es el caso de las mitocondrias, en donde en etapa
de amastigote dichos organelos ocupan un volumen celular menor al 7%, al
finalizar la transicién existe un aumento en lo que es el proceso de biogénesis
mitocondrial produciendo una alta cantidad de mitocondrias que ocupan hasta
un 9% del volumen celular, este fendbmeno se debe a que en fase de
promastigote, la célula de Leishmania requiere mas de energia quimica para
proporcionar la motilidad en el flagelo (Gadelha et al., 2013; Kaser et al., 2017).
En el caso del kinetoplasto, el volumen celular es menor al 2% y no existe una

variacion para las formas de amastigote y promastigote, Unicamente dicho
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organelo duplica su volumen cuando las formas intermediarias se desarrollan
entre las 4 y 6 horas del proceso de transicion (Gadelha et al., 2013). Cabe
mencionar que la duplicacion del volumen del kinetoplasto se debe a la
replicacion del ADN para la reparticion equitativa para las 2 células hijas
producidas a partir de la mitosis celular (Sunter et al., 2017).

Ya definido el proceso de diferenciacién, cabe sefialar que los productos
generados a partir de la transicion siguen sufriendo distintos cambios
morfolégicos, es decir, que en forma de promastigote, Leishmania muestra
distintos cambios a nivel de forma y comportamiento, incluso dentro del vector
transmisor. Una vez reproducido y diferenciado el amastigote, los productos
principales seran dos promastigote en fases prociclicas en donde uno tendra un
flagelo largo perteneciente al antiguo amastigote progenitor y el otro tendra un
nuevo flagelo, pero mas corto generado en el proceso de mitosis (Rogers et al.,
2002).

El promastigote prociclico generalmente esta ubicado en los intestinos del vector,
cabe mencionar que dicha célula también se encuentra en un medio de sangre
encapsulada en una matriz peritréfica generada por el sistema digestivo del
insecto después de la picadura al hospedero, es por ello que en esa etapa es de
vital importancia que el protozoo tenga un flagelo completamente funcional y
motil de entre 6,5 um a 11,5 um de largo, tomando en cuenta otros factores
externos como la existencia de enzimas extracelulares como PpChitl que son
encargadas de estabilizar y degradar a la matriz peritréfica, permitiendo asi el
escape del parasito hacia el tejido intestinal del insecto (Coutinho-Abreu et al.,
2010). Una vez fuera de la matriz peritrofica el promastigote prociclico se alarga
convirtiétndose en un promastigoto nectomonado con un flagelo alargado de
hasta 12 um, la razon principal del alargue del flagelo radica en la necesidad del
enganche del mismo entre las microvellosidades encontradas en el tejido del
sistema digestivo del vector. Ademas del enganche en las microvellosidades,

cabe reiterar que el flagelo tiene funciones sensoriales que permiten mantener
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informada a la célula protozoaria acerca de las caracteristicas bioquimicas y
fisicoquimicas del medio que la rodea, una funcion sensorial es la sensibilidad a
la glucosa, dicha caracteristica radica que la célula evolucioné paralelamente
con respecto al desarrollo y alimentacion del vector transmisor en donde ademas
de la ingestién de sangre, los vectores saben tener dietas ricas en azucares, en
consecuencia la ingesta de monosacéaridos genera una serie de reacciones
mediadas por las proteinas receptoras de glucosa y otros monosacaridos
ubicadas en el flagelo en donde informan a la célula cuando abandonar el
enganche alas microvellosidades y cambiar su morfologia hacia un promastigoto
leptomdnado (Barros et al., 2006). El promastigote leptomoénado a diferencia del
nectomonado recorta la longitud de su flagelo a unrango de 6.5a 11.5 pm (como
el promastigote prociclico) debido a que ya no requiere del enganche a las
microvellosidades ubicadas en el intestino, ademas de ello, el promastigote
leptomonado tiene una capacidad de desplazamiento hacia las valvulas
stomodeales del insecto (Gossage, Rogers, y Bates, 2003). Estando en dichas
valvulas, la célula puede tomar dos caminos. El primero es generar una fusion
con las células de las valvulas cambiando su morfologia a un promastigote
haptomonado y el segundo es la maduracion completa a un promastigote
metaciclico. El promastigoto metaciclico es la forma celular de Leishmania para

una infeccion a un futuro hospedero (Rogers et al., 2002; Sunter et al., 2017).
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Figura 2. Ciclo vital del parasito protozoario perteneciente al género Leishmania.

Adaptado del (CDC, 2017)

2.2. La enfermedad: leishmaniasis

2.2.1. Distribucion de las leishmaniasis a nivel mundial

Las leishmaniasis son enfermedades endémicas de los tropicos y los neotropicos
causadas por parasitos unicelulares del género Leishmania (Torres et al., 2017).
A nivel mundial, dichas enfermedades han generado alto impacto en la salud
publica de muchos paises de climas tropicales y subtropicales produciendo entre
700.000 y 1 millbn de nuevos casos, de las cuales entre 20.000 y 30.000
presentan fallecimiento (OMS, 2018). Estudios recientes han indicado que la
distribucion geogréfica de dichas afecciones es muy amplia en los cuatro

continentes méas poblados del mundo (América, Europa, Asia y Africa) y su
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transmision depende de distintos elementos de caracter natural y social
(Akhoundi et al., 2017) (Figura 3).

Figura 3. Distribucién geogréafica de leishmaniasis por paises alrededor del

mundo.

Adaptado de (Akhoundi et al., 2017)

La transmision de las leishmaniasis en el caso de los factores sociales puede ser
influenciada por la excesiva pobreza de las distintas zonas rurales de los paises
afectados, debido a la deficiencia en el tratamiento de los desechos sélidos y un
mal manejo en el sistema de alcantarillado de la zona (OPS, 2017). Otro punto a
recalcar es la excesiva migracion. Existen muchos casos, en donde miles de
personas son desplazadas debido a guerras y escases de alimentos, lo que
ocasiona el movimiento masivo de portadores y no portadores. Un ejemplo claro
es el éxodo de 7 millones de sirios que huyeron a Turquia por causa de la guerra
civil, de los cuales 4100 casos de leishmaniasis han sido reportados como
enfermos en dicho pais (Ozkeklikci et al., 2017). Debido al éxodo masivo, se ha
determinado que las probabilidades del aumento de casos de leishmaniasis son
altas debido a que los refugiados también se sitlan en zonas endémicas de las
cuales abundan dipteros transmisores de distintas especies de Leishmania como
L. major, L. tropica y L. infantum (Alten et al., 2016). En el continente americano,
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el Ministerio de Salud y Proteccion Social de Colombia ha determinado que la
migracion venezolana puede aumentar los casos de enfermedades
parasitolégicas en los paises receptores de migrantes, como; Ecuador, Brasil,
Peru, Colombia, Argentina, entre otros (MSPSC, 2018).

Dentro de los factores naturales, las leishmaniasis pueden ser transmitidas
debido a los cambios climéticos en distintos ecosistemas como el aumento de la
humedad relativa del medio, el aumento de precipitaciones, las variaciones
drasticas de temperaturas y la disminucién de la flora como la tala de bosques
(OPS, 2017).

2.2.2. Distribucién de las leishmaniasis en el Ecuador

En el Ecuador, las leishmaniasis son enfermedades de alto impacto en la salud
publica. La documentacion de casos de leishmaniasis fue generada desde la
época precolombina en el imperio inca gracias a descubrimientos arqueoldgicos
de vasijas y huacos que demostraban Figuras humanas con lesiones en la piel,
dichas lesiones documentadas en esas Figuras de ceramica se parecian a las
lesiones que causa el parasito del género Leishmania, lo que determind que las
leishmaniasis existian mucho antes del arribo de los espafioles en América
(Alabedra, 1952). Para el afio de 1986, se generaron los primeros reportes en el
Ecuador de leishmaniasis, identificando los casos oficiales ubicados en los valles
del rio Paute, Alausi y Huigra (Alaba, 1992; Calvopifa et al., 2004). Desde la
década de 1990 hasta el afio 2004, se establecié que 20 de las 24 provincias del
Ecuador presentaban casos de leishmaniasis, existiendo un alto grado de
prevalencia de la enfermedad en el area costera del territorio (Calvopifia et al.,
2006). Los afios que tuvieron mayor cantidad de pacientes infectados fueron el
afio 1990 (3610 casos) y 2000 (2514 casos) (Calvopifia et al., 2004).
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Entre los afios 2010 y 2014 el Ministerio de Salud Publica (MSP) identifico un
total de 6.608 casos de leishmaniasis con una tasa promedio anual de 1.321,6
casos (Kato et al., 2016). A finales del afio 2014, se determin6 que la mayor parte
de casos de leishmaniasis aparecieron en la provincia de Pichincha con un
22,1% seguido de la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas con un 12,5%,
(MSP, 2014).

Para el afio 2017, la cantidad de casos de leishmaniasis cambié drasticamente
ya que los casos ascendieron a 1701 con una tasa de 10,14 casos por cada
100.000 habitantes. La region mas afectada fue la costa ecuatoriana con una
tasa de 166,76 casos por cada 100.000 habitantes, seguido por la region insular
gue tuvo una tasa de 148,2 casos por cada 100000 habitantes, la regién andina
y la Amazonia fueron las regiones con un menor numero de personas afectadas

(Figura 4) (Granda, 2017).
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Figura 4. Casos de leishmaniasis reportados en Ecuador en el afio 2017.

Tomado de (Granda et al., 2017)
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2.3. El origen del género Leishmania

El origen y la aparicion de parasitos protozoarios flagelados ha sido un tema de
discusion actual en la parasitologia moderna. Distintos descubrimientos fésiles
han revelado la existencia de especies similares a las especies del género
Leishmania en distintos estados morfolégicos de la era prehistoérica (Steverding,
2017).

2.3.1. El origen del género Leishmania data desde eras geolégicas

antiguas

Existen diversos debates en relacion al origen geoldgico del género Leishmania.
La postura original mas acertada acerca del origen del parasito, es la evolucién
del protozoo en la era mesozoica, mucho antes de la division geoldgica del
supercontinente Pangea (Soccol et al.,, 1993). A partir de dicha postura, se
derivaron tres hipétesis que trataron de explicar el origen y desarrollo posterior
del parasito protozoario. La primera es la hipétesis paleartica, en donde explica
gue Leishmania se desarrollo en los ecosistemas distribuidos en Europa, Asia y
Africa (Kerr, 2000; Kerr, Merkelz, y MacKinnon, 2000; Lysenko, 1971; Steverding,
2017; Tuon et al., 2008). La segunda hipotesis es la neotropical, la cual sostiene
gue el desarrollo de Leishmania fue principalmente en América (Marshall, Webb,
Sepkoski, y Raup, 1982; Noyes, 1998). Y La tercera hipotesis, es la del
supercontinente, en donde sostiene que el género Leishmania se bifurco
inicialmente en tres subgéneros (Viannia, Leishmania y Sauroleishmania) a partir
de la particion del supercontinente Pangea concordando con las afirmaciones de
las dos hipoétesis explicadas anteriormente (Akhoundi et al.,, 2017; Momen y
Cupolillo, 2000; Steverding, 2017).

2.3.2. Taxonomia del género Leishmania
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La taxonomia del género Leishmania se encuentra dividida en dos grupos de los
cuales abarcan seis subgéneros con sus especies respectivas (Mohammad
Akhoundi et al., 2016) (Figura 5).

El primer grupo es denominado Euloleishmania, el cual tiene 4 subgéneros:
Leishmania, Viannia, Sauroleishmania y Mundinia. El subgénero Leishmania
contiene un total de cuatro complejos (major, tropica, donovani y mexicana) de
los cuales su origen se formé en los ecosistemas del viejo mundo (Europa, Asia
y Africa), en el caso del complejo mexicana, a pesar de su prevalencia en el
nuevo mundo; estudios han demostrado una estrecha relacidbn genética con
muchas especies del nuevo mundo (Momen y Cupolillo, 2000). A su vez, el
subgénero Viannia presenta dos complejos (braziliensis y guyanensis) cuyo
origen es en los ecosistemas del nuevo mundo (principalmente en América del
Sur) soportando la afirmacion de la hipétesis de Momen (2000). El subgénero
Sauroleishmania, a diferencia de los otros, no presenta su division por complejos,
debido a que sus veintiln especies presentan un sistema de adaptacion Unica
con respecto a diferentes especies de reptiles (Lozano et al., 2018). En el caso
del subgénero Mundinia, es aquel que tiene especies que estan dispersas en
distintos ecosistemas y son prevalentes alrededor del mundo (Akhoundi et al.,
2017).

Existen otras especies como L. equatoriensis, L colombiensis, L. hertigi y L.
denaei que son ubicadas en un grupo denominado Paraleishmania, dichas
especies a pesar de los analisis gendmicos, hasta el momento no pueden ser
ubicados y divididos en géneros absolutos debido a que presentan inestabilidad

en sus secuencias genéticas (Akhoundi et al., 2017).

De todas las especies pertenecientes al género Leishmania, se ha determinado
gue 21 son patogénicas para los seres humanos, de las cuales principalmente

pertenecen a los subgéneros Leishmania y Viannia (Akhoundi et al., 2016).
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L. major complex L. major L. gerbilli L. turanica L. arabica
(Yakhsofy & Schokhoe 1914)  (Warg etal 1964) (Strelora et ol 1990) (Petens ct . 1947)
L. tropica complex L. tropica* L. killicki* L. aethiopica
(Weight 1903) (Raoux ot k. 1986) (Bray et al, 1973)

~ Leishmania
(Rasss 1903) L. donovani complex L. donovani** L. archibaldi** L. infantum*** L. chagasi***

(Laveran & Marul 1903) (Cawckni & Chalmen 1919)  (Nicalle 1908) (Canita & Chags 1937)
L. mexicana complex L. mexicana+ L. pifanoi+ L. amazonensis++ L. garnhami++

(gl 1951) (Meding & Romero 1959) (Laissco & Shaw 1972) (Soorzn etal. 197%)

L. aristides L. forattinii L. venezuelensis L. waltoni

(Lamson & Shaw 1999) (Yoshids et al, 1993) (Boafaene-Clamado 198)) (Shew etal. 015)

~ L. braziliensis complex L. braziliensis L. peruviana

(Vs 1911) (Velex 1913)
- L. guyanensis complex L. guy is Lp is L. shawi
(Floch 1954) {Laenson & Shorw 1972) (Latneam 1989}

- L. lainsoni

& V,’a nn ,’a A (Sivetractal 1987)
(Lainson & Shaw 1987) L L. naiffi

(Laissco & S 1939)

L L. lindenbergi L uligensis

(Sibvetra et al 2002} (Braga et al 205)

L. adleri L. agamae L. ceramodactyll L. chameleonis L davidl L. gulikae L. gymnodactyl

(Heisch 1954) Thond 0000 (Adber & Thoodbr 1929 (Wempum 1021) —— (Strong 1924)  (Oveersuchammedov & (Chodukin & Safiey 1940)
Saffaoona 1967)
L. helioscopi L. hemidactyli L. henrici L. hoogstraali L. nicollei L. phrynocephali
(Chodikin & SofeT 1990) (Mockle etal, 1928)  (Leger 1918)  (MeMilhan 1965) (Chodekis & Se6etl 1940) ((Todukin & Sodell 1940)
I Sauroleishmania ‘ , ,
(Ranguein 1973) L platycephala L. senegalensis L. sofieffi L. farentolae L. zmeevi L. zuckermani
(Teltord 2008) (Raogue 197}) (Matkor et 1964)  (Wesyon 1921) {Andrachko & Markov 1055)  (Papera of al, 2011)

L(S)sp.l L.(S)sp. Il

(Telfved 1979) (Teteed 1979)

- Mundinia L. enriettii L. martiniquensis L.'siamensis'  'Ghanastrain' L macropodum
(Shaw ct al. 2016) (Maniz md Medine 1948) (Desbois et al. 2014) (Sekesee ¢t al 2N8) (Kwakye-Nusko e al. 015) {Bamez et al. 2017)
PORCISIA L. hertigi L. deanel
{Sherw et 2. 2016) (Hiesver 1971) {Lanson & Sherw 1977)

L. colombiensis L. herreri L. equalorensis

(Kreutzer et al 1959) (Zehodin ¢t 4. 1979) {Grmakdi ot al 1992)

ENDOTRYPANUM  E. schaudinni E. monterogei
(Mostil & Brimont | %(8) (Shaw 196%)

Figura 5. Clasificacion taxonémica general del género Leishmania. Letras en azul
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Tomado de (Akhoundi et al., 2017)

2.3.3. Distribucion mundial de las especies patégenas de Leishmania

Como se indico en el capitulo 1 del presente documento, la distribucion mundial

de Leishmania es muy amplia y abarca a todos los paises que contienen
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ecosistemas humedos o tropicales. La distribucion de las 21 especies patdgenas

depende de su catalogacion si pertenecen al viejo o al nuevo mundo.

La distribucion de las 21 especies de Leishmania patégenas para el hombre
identificadas hasta el momento a nivel mundial es muy variada. El continente
americano, a diferencia de los otros, contiene una alta variedad de especies
desde la zona central de los Estados Unidos hasta la Argentina, las especies
prevalentes son; L. mexicana, L. infantum, L. braziliensis, L. panamensis, L.
guyanensis, L. amazonensis, L. colombiensis, L. shawi, L. lainsoni, L.
venezuelensis, L. naiffiy L. martiquensis (Akhoundi et al., 2017). En Europa las
especies prevalentes son; L. infantum, y L. siamensis. En Africa hay especies
como L. tropica, L. infantum, L. major, L. donovani, L. siamensis, L. martiquensis.
En el Medio Oriente especies como L. donovani, L. tropica, L. major y L. arabica
son las predominantes en paises como Siria, Irak, Libano, Kuwait y Arabia
Saudita.

2.3.4. Distribucion de especies patdégenas de Leishmania en el Ecuador

Actualmente, en el Ecuador se han detectado varias especies patogénicas de
Leishmania que prevalecen en distintas provincias, dichas especies pertenecen

a los subgéneros Leishmania y Viannia (Figura 6).

Diversos estudios en el Ecuador determinaron la distribucion geogréfica de las
especies de Leishmania mediante el uso de técnicas moleculares. L. mexicana
€S una especie que se encuentra en provincias como; Esmeraldas, Azuay,
Pichincha y Chimborazo. L. guyanensis se encuentra en las provincias de;
Manabi, Esmeraldas, Los Rios, Bolivar, Santa Elena, Pichincha, Cotopaxi,
Guayas, Sucumbios, Cafiar y Orellana. L. panamensis se ubica en; Esmeraldas,
Manabi, Imbabura, Pichincha, Santo Domingo, Cotopaxi y Sucumbios. L. major

se distribuye en dos provincias que son; Esmeraldas y Azuay. En las provincias
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de Manabi, Imbabura, Orellana, Santo Domingo y Los Rios se determiné la
presencia de L. amazonensis. En el caso de L. braziliensis varios estudios
determinaron que dicha especie prevalece en la region oriental en las provincias
de Zamora Chinchipe, Pastaza, Orellana y Sucumbios conjunto a la provincia de
Pichincha. Las especies menos concurrentes son; L. lainsoni y L. naiffi que se
ubican en las provincias de Sucumbios y Orellana.

m=L.L. mexicana

m=L.V. panamensis

m= L.V. guyanensis

m=[L.L. major

m= L.V, braziliensis

m= L.V. amazonensis
= L.V. naiffi

m= L.V. lainsoni

Figura 6. Distribucién geografica de especies de Leishmania en el Ecuador

continental.

Adaptado de (Armijos et al., 1990; Calvopifia et al., 2006; Calvopifia et al.,
2004; Kato et al., 2016; Kato et al., 2013)

2.4. Manifestaciones clinicas de las leishmaniasis
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La presencia de paréasitos del género Leishmania en un hospedero humano,
puede generar tres formas clinicas generales que afectan la integridad de varios
tejidos. Estas son: leishmaniasis cutanea, leishmaniasis mucocutanea y
leishmaniasis visceral. El desarrollo de las manifestaciones clinicas en un
paciente se determina mediante dos elementos principales: la especie del
parasito y el estatus inmunitario del paciente afectado (Stebut, 2015).

El primer elemento es la especie de parasito. Se ha determinado que varias
especies tienden a generar un cuadro clinico en especifico. Para la leishmaniasis
visceral, las especies mas concurrentes para el desarrollo de dicha
manifestacion son las que pertenecen al subgénero Leishmania como; L.
donovani, L. infantum, y L. tropica. En el caso de la leishmaniasis mucocutanea,
se identifico el dominio de especies pertenecientes al subgénero Viannia, entre
las especies principales se encuentra; L. braziliensis, L. peruviana, L. guyanensis
y L. panamensis. Para la leishmaniasis cutanea, generalmente existe el
desarrollo de especies pertenecientes al subgénero Viannia y Leishmania debido
a que la transmision del parasito se da mediante la picadura de dipteros, en
consecuencia, dicho cuadro clinico es universal para cualquier paciente afectado
(Akhoundi et al., 2017).

El segundo elemento es el estatus del sistema inmunitario del organismo
hospedero afectado. Es por ello que los pacientes inmunodeprimidos como
personas con VIH, neonatos, nifios y gente de la tercera edad son los mas
propensos a tener manifestaciones clinicas mas severas, lo que ocasiona un alto
nivel de dificultad en el tratamiento. Existen casos en donde los pacientes
afectados fallecen debido al impacto de microorganismos oportunistas que
aprovechan la situacién deficiente del sistema inmunitario (Calvopifia et al.,
2017)

2.4.1. Leishmaniasis cutanea (LC)
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La LC es la manifestacién clinica mas prevalente a nivel mundial, de hecho, se
ha detectado que el 90% de pacientes que tienen LC se encuentran ubicados en
siete paises distribuidos en el Medio Oriente, América del Sur, Africa y Asia.
(Hepburn, 2003).

Los agentes causantes de la LC generalmente son especies de Leishmania
pertenecientes a los subgéneros Viannia y Leishmania. El impacto de la
manifestacion a los pacientes afectados depende principalmente del tipo de
especie parasitaria, se sabe que las especies pertenecientes al “Viejo Mundo”
generan pequefias Ulceras limitadas. En el caso de las especies del “Nuevo
Mundo”, la severidad del cuadro clinico es completamente diferente, ya que se
puede generar ulceraciones mas profundas que pueden derivar a otros tipos de
manifestaciones clinicas denominadas como leishmaniasis tegumentaria
americana (ATL por sus siglas en inglés American Tegumentary Leishmaniasis)
(de Vries et al.,2015; Martins et al., 2014).

Inicialmente, la LC ocasiona distintos nédulos en las zonas afectadas debido a
la picadura del vector. Durante un periodo determinado desde semanas y hasta
meses, el nodulo formado puede desarrollarse hasta generar una Ulcera
prominente en el tejido epitelial. Generalmente las Ulceras tienen un borde
elevado formando un contorno parecido a un volcan. Debido a la picadura, la
zona afectada también puede proveer las condiciones necesarias para el
crecimiento de bacterias que causan impetiginizacion (Stebut, 2015). En el caso
de individuos inmunocompetentes, la severidad de las lesiones generalmente
aparece en un periodo global entre 6 a 18 meses después de la picadura por

parte del vector, es por ello que dicho cuadro clinico es asintomatico.

Los cambios que se pueden desarrollar en los casos de leishmaniasis cutanea,
pueden ser influenciados por el grado de severidad, la apariencia clinica, y el
tiempo de curacion espontanea en donde el paciente puede presentar diversos

cuadros derivados (Reithinger et al., 2007).
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El grado de severidad se determina mediante las caracteristicas fisicas de la
lesién causada, como la longitud, el diametro y la profundidad de la Ulcera
(Calvopifia et al., 2004). La apariencia clinica puede ser clasificada con 3 tipos

de LC (Reithinger et al., 2007), que seran descritos a continuacion:

El primer tipo es la LC clasica, que se caracteriza por el aparecimiento de nédulos
uniformes en el area afectada por la picadura del mosquito, la LC clasica puede
presentar sintomatologia en un periodo entre 2 y 78 dias con una media de 17
dias. Varios estudios han detectado algunas variaciones en la expresion del
cuadro clinico de LC con respecto a las especies pertenecientes al nuevo y viejo
mundo, en donde se ha llegado a concluir que el aparecimiento de Ulceras es
mucho mas rapido en el caso de una parasitosis relacionada con especies del

nuevo mundo (Berman, 1997) (Figura 8).

El segundo tipo es la LC diseminada, la cual tiene la caracteristica principal de
presentar un sinnumero de lesiones pleomodrficas que aparecen en areas
corporales como el tronco, los brazos, la cara y las piernas, las lesiones pueden
transformarse en Ulceras de gran tamafio con un diametro de hasta 29,1
milimetros en los pacientes afectados. A nivel protedmico, la produccion de
interferones (principalmente el interferon gama y alfa) es muy ineficiente a
comparacion de pacientes que tienen LC clasica, lo que genera un aumento de

la gravedad de afectacién del tejido (Turetz et al., 2002) (Figura 7).
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Figura 7. Manifestacion clinica tardia de leishmaniasis cutanea difusa en el

cuerpo de un hombre infectado en Venezuela.

Tomado de (Zerpay Convit, 2009)

El tercer tipo es la LC recividante, cuya caracteristica principal es el
aparecimiento multiple de varios nédulos (papulas y pustulas) alrededor de una
cicatriz restablecida que puede ubicarse en cualquier zona del cuerpo como el
cuello (Neitzke-Abreu et al., 2014). Otra caracteristica de la LC recividante es la
aparicion de granulomas angiolupoides de consistencia hUmeda que se pueden
derivar a lesiones verrugosas y secas. Dichos granulomas se pueden localizar

en varias zonas del rostro como debajo de la nariz (Meireles et al., 2017).
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Figura 8. Manifestacion clinica de leishmaniasis cutanea en el oido de una mujer

infectada de 18 anos de edad.

Tomado de (Calvopiiia, Martinez, y Hashiguchi, 2013)

2.4.2. Leishmaniasis kala-azar (LKA)

También denominada como leishmaniasis visceral, es un cuadro clinico
ocasionado por especies de Leishmania pertenecientes al subgénero
Leishmania, las especies principales que ocasionan la LKA son; L. infantum, L.
donovani y L. chagasi. La LKA se caracteriza por presentar sintomatologias
como: fiebre, pancitopenia, hepatoesplenomegalia (Agrandamiento del higado)
y esplenomegalia (Agrandamiento del bazo) (Figura 9). Generalmente, los
pacientes que padecen de LKA, presentan una concentracion de hemoglobina
desde 5 a 9 gramos por cada decilitro en un volumen de 2000 a 4000 mm?®. La
LKA se caracteriza por la presencia excesiva de parasitos protozoarios en
organos pertenecientes al aparato digestivo, debido a esa presencia, las células
de los tejidos afectados empiezan a sufrir un aumento de volumen debido a las
reacciones proinflamatorias generadas por el sistema inmunoldgico del
individuo. Si la LKA no es tratada, la probabilidad de muerte del paciente

afectado es muy alta (Berman, 1997). Un ejemplo es el estudio efectuado en
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Sudan en donde de un total de 3076 pacientes afectados, hubo el fallecimiento
de 336 personas (11%) (Seaman et al., 1996). Otros estudios generados en el
mismo pais también determinaron una alta incidencia de muerte en una tribu
némada, en donde de los 83 pacientes afectados, el 6% de los pacientes
fallecieron por deficiencias derivadas de la leishmaniasis como; falla anémica del
corazoén, derrame intestinal, y fallo hepético (Hashim et al., 1994).

Existen tres tipos de LKA que se pueden presentar en los pacientes. Los tipos
de LKA son: leishmaniasis visceral templada, leishmaniasis visceral dependiente
del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirido (SIDA), y leishmaniasis visceral

sudanesa (Berman, 1997).

La leishmaniasis visceral templada, a su vez, es un cuadro clinico que muestra
una sintomatologia muy diferente a la LKA clasica ya que no se presenta una
gran cantidad de escenarios de fiebre, no se genera ningun aumento
considerable de drganos internos (organomegalia) y la concentracion de
hemoglobina en sangre se mantiene en sus niveles normales. A diferencia de la
LKA, la LKA templada genera varios malestares como diarreas intermitentes,
dolores abdominales, fatiga extrema, y tos. Existen casos en donde algunos
pacientes no presentan ninguna sintomatologia hasta los 2 afios después de la

recepcion del parasito en el organismo (Magill et al., 1993).

La leishmaniasis kala-azar dependiente de SIDA (LKA-SIDA), es un cuadro
clinico que puede ser comparado con la leishmaniasis kala-azar clasica, debido
a que presenta casi la misma sintomatologia (Montalban et al., 1989). La Unica
diferencia que sobresalta la LKA-SIDA, es la ausencia de organomegalia en sus
pacientes con junto a una afectacion severa en el tracto gastrointestinal desde
eso6fago hasta el recto (Hernandez et al., 2018). Algunas investigaciones también
han demostrado que el sistema inmunoldgico de algunos individuos contiene la
cantidad necesaria de anticuerpos de reconocimiento a antigenos de algunas

especies de Leishmania, lo que le confiere al individuo un grado importante de
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resistencia ante el agente etioldgico. Si estos pacientes tolerantes a Leishmania
sufren una coinfeccibn con VIH-SIDA, la inmunosupresion de células
inmunolégicas generara una sefial de aviso para que los parasitos puedan ser
reactivados y puedan desarrollarse, generando asi un alto impacto en la
inmunidad del sujeto que puede ser susceptible a cualquier agente oportunista
(Alvar, 1994).

La leishmaniasis kala-azar sudanesa (LKA-S), es un cuadro clinico derivado de
la LKA-clésica debido a su aparicion en Sudan. La diferencia entre LKA-S y LKA-
clasica radica en el aparecimiento de sintomatologias neurolégicas en los
afectados, una sintomatologia predominante es la sensaciéon de quemadura en
los pies. Se sabe que la LKA-S, tiene un mayor nivel de mortalidad a
comparaciéon de la LKA-clasica ya que se identifico la defuncion de 100000

personas en el periodo de la década de los 90 (Seaman et al., 1996).

3

Figura 9. Manifestacién clinica de leishmaniasis kala-azar en un paciente

~N
| —

ugandeés

Tomado de (Chappuis et al., 2007)

2.4.3. Leishmaniasis mucocutanea (LMC)
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La LMC, es el cuadro clinico que demuestra diversas afecciones severas a los
tejidos que contienen membranas mucosas que forman parte del sistema
respiratorio. Los tejidos mas afectados son los de la nariz, laringe y la orofaringe
(Berman, 1997; Saenz et al., 1991) (Figura 10). Los agentes etiolégicos de la
LMC son generalmente especies de Leishmania del nuevo mundo
pertenecientes al subgénero Viannia. Las especies mas predominantes son; L.
braziliensis, L. panamensis, L. peruviana, y L. guyanensis (Akhoundi et al., 2017;
Stebut, 2015).

El desarrollo de la leishmaniasis mucocutanea puede durar un periodo de entre
2 a 10 afos, en dicho periodo los parasitos adquiridos se movilizan por medio
del liquido linfatico del sujeto. Los tejidos que conforman la nariz, la laringe y la
orofaringe estan conformados principalmente por tejido cartilaginoso, es por ello
gue, en presencia del agente etioldgico, esos tejidos sufren grandes dafios
obteniendo perforaciones en distintas areas, conjunto a una fuerte obstruccion
gue genera un impacto en la funcidn respiratoria del paciente. Las areas
afectadas son muy susceptibles ante infecciones ocasionadas por agentes
oportunistas que pueden ocasionar la destruccion total del tejido ya que los
macrofagos del sistema inmunoldgico se encuentran inhibidos por la excesiva
produccion de amastigotes en el medio (Berman, 1997; Fleta Zaragozano et al.,
2001; Stebut, 2015).

Figura 10. Manifestacion clinica de leishmaniasis mucocutanea en el septum

nasal de un paciente de 38 afos

Tomado de (Calvopiiia et al., 2006)
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2.5. Diagnoéstico, caracterizacion e identificacion de Leishmania

2.5.1. El diagndstico dirigido a Leishmania

El diagnéstico dirigido de Leishmania puede resultar complejo debido a la
patologia clinica que presenta la leishmaniasis. Las lesiones de la LC varian
dependiendo de la severidad, cantidad, la apariencia clinica y la duracion. En el
caso de la LKA, no necesariamente aparecen los tipicos cuadros clinicos de
esplenomegalia o hepatomegalia ya que también depende si el agente etiol6gico
es dermotropicos o no. De la misma manera, la leishmaniasis mucocutanea
también presenta diversas variaciones similares en sus cuadros clinicos
(Calvopiiia et al., 2017). Es por ello, que en el diagndéstico puede haber diversos

sesgos como falsos positivos o falsos negativos.

En el diagnéstico de la leishmaniasis se pueden emplear principalmente tres
métodos: la microscopia, la citologia y el analisis molecular (Akhoundi et al.,
2017). En el caso de la microscopia, se requiere de una biopsia inicial en
inmovilizacién en frotis sobre portaobjetos de tejidos afectados ya sea desde
tejido linfatico o del bazo. La visualizacion en el microscopio es facilitada por
tincion de Giemsa de la muestra. La microscopia es conocida como una técnica
simple y barata, pero su problematica radica en la inefectividad en la
diferenciacion por especies ya que las mismas son morfolégicamente similares
(Akhoundi et al., 2013; Calvopiia et al., 2004).

En lo que respecta a la citologia, el diagnéstico puede ser desarrollado por medio
de reconocimiento en medios de cultivo in vitro. La técnica se basa en la
extraccion de una biopsia a partir de un tejido afectado, los parasitos existentes
en la biopsia son acarreados a un medio de cultivo que contenga los elementos
necesarios para el desarrollo vital del parasito de estudio. El andlisis citologico
puede presentar una ventaja para el mantenimiento del agente etiol6gico en

condiciones controladas, pero demuestra varias desventajas ya que esta técnica
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también depende de métodos moleculares downstream. Adicionalmente, para
mantener un cultivo in vitro se requiere de gran cantidad de tiempo y de un area

aséptica con equipamiento sofisticado (Emin et al., 1997).

Los diagnosticos moleculares a diferencia de los dos anteriores, requieren el
analisis de macromoléculas como el ADN, ARN, enzimas, proteinas
estructurales y metabolitos. La ventaja que presentan estas técnicas radica en la
efectividad, la sensibilidad y precision. La desventaja principal de los
diagndsticos moleculares es el costo, ya que el proceso de desarrollo de los
mismos  requieren  equipamiento  sofisticado como termocicladores,

secuenciadores, y equipos cromatograficos (Akhoundi et al., 2017).

2.5.2. Deteccion y caracterizacion molecular de Leishmania

Gracias a los avances tecnologicos desarrollados desde el descubrimiento del
ADN por Rosalind Franklin, muchos investigadores especializados en el estudio
de Leishmania pudieron entender la biologia del agente etioldgico conjunto a la
innovacion de nuevas técnicas de diagnostico certero para la identificacion del
mismo. La caracterizacion de la leishmaniasis se divide principalmente en dos

accionares: diagnaostico y de tipificacion.

En el diagndstico, por lo general se encuentran las herramientas usadas para;
deteccion, identificacion, discriminacion y cuantificacion. El objetivo principal de
las herramientas de diagnostico es el reconocimiento del agente causal de la
enfermedad de interés, gracias a la identificacion exacta del agente, los
investigadores tendran un panorama general de la evolucion de los cuadros
clinicos que se presentan en los pacientes afectados. A diferencia del
diagndstico, la tipificacion tiene como objetivo analizar a mayor profundidad las

caracteristicas celulares del agente etiolégico. Es por ello que la tipificacion usa
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distintas herramientas de mayor rendimiento y mayor precision (Akhoundi et al.,
2017).

En la actualidad, muchos investigadores usan herramientas derivadas de las
ciencias Omicas para realizar sus estudios, como la genémica que permite el
analisis a nivel genético de varios organismos como la organizacion y estructura
de los genomas, la prediccion de fenotipos a nivel molecular, el mapeo genético,

y la comparacién entre organismos (Cantacessi et al., 2015)

2.5.2.1. Gendmica

La genoGmica es una ciencia 0mica que se encarga en el estudio comparativo de
las secuencias completas del genoma de cualquier tipo de organismo.
Principalmente la gendmica puede derivarse en varios estudios, entre esos
estudios se encuentra la genomica estructural. La accion principal de la
gendmica estructural es el enfoque para la formacion de analisis de secuencias
y mapeo genético, es por ello que en la gendmica estructural se usan
herramientas distintivas como, amplificacion por medio de PCR, secuenciacion,
clonaje, cristalografia, y andlisis de datos mediante programacion bioinformatica
(Crommelin et al., 2013) Para el analisis de Leishmania, muchos investigadores

usan distintas herramientas tanto para el diagnéstico y el de tipificacion.

2.5.2.1.1. PCR

La PCR (por sus siglas en inglés Polymerase Chain Reaction), es una técnica
disefiada por Kary Mullis, cuyo objetivo es la creacion de copias de hebras de
ADN simulando de manera in vitro los principios de la replicacion genémica. Una
reaccion de PCR se compone de cinco reactivos: Enzima polimerasa, cebadores,
Deoxinucledtidos trifosfato (dNTPs), cationes divalentes y amortiguadores

guimicos.
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2.5.21.1.1. PCRsimple

La PCR simple, es aquella que amplifica una region genémica mediante el uso
de un solo par de cebadores.

A diferencia de la replicacion in vivo en los organismos, la PCR simple simula
dicho fenbmeno en tres pasos criticos. El primer paso es la denaturacién, en
donde se usan temperaturas mayores a 95°C con el fin de romper los puentes
de hidrogeno del ADN. El segundo paso es la hibridacion, el cual los cebadores
se unen a la cadena molde de ADN con el objetivo de dar inicio a la replicacion
in vitro. Y el tercer paso es la elongacion, en donde la actividad catalitica de la
enzima genera la polimerizacion de las cadenas mediante la adicion de los
dNTPs.

2.5.2.1.1.2. PCR multiple

La PCR mudltiple es una variante de la PCR simple, la cual no solo usa un solo
juego de cebadores, sino usa de dos pares de cebadores en adelante. El objetivo
principal de la PCR multiple es analizar diversos marcadores moleculares de
manera simultdnea que pueden ubicarse en un mismo cromosoma 0 en varios

respectivamente.

Uno de los estudios mas prominentes es el uso de dicha técnica con la finalidad
de detectar la presencia del agente etiol6gico con respecto a los distintos
hospederos. En dicho estudio se han disefiado diversos cebadores
discriminantes que pueden hibridarse en genes pertenecientes a los parasitos
del género Leishmania y a los hospederos (mamiferos) (de Cassia-Pires, de

Melo, Barbosa, y Roque, 2017).
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2.5.2.1.2. Secuenciacion

La secuenciacion es una técnica molecular que permite caracterizar
puntualmente el orden conformacional de los nucleétidos en una cadena de
ADN. Muchos investigadores trataron de caracterizar las moléculas de ADN
como es el caso de Maxamy Gilbert (1977) en donde secuenciaron una molécula
de ADN mediante degradacion quimica mediante enzimas de restriccion (ER). El
uso de ER era un proceso muy laborioso, es por ello que Sanger gener6é una
nueva técnica de secuenciacion utilizando nucledtidos inhibidores de elongacion.
Dichos compuestos son denominados como didedxinucleoétidos trifosfato, en
donde en su estructura molecular no contienen terminaciones de grupo hidroxilo
(-OH) que permitan la union con otros nucledétidos posteriores, en consecuencia,
los productos tendran distintos pesos moleculares que pueden ser visualizados
posteriormente en geles de acrilamida (Sanger et al., 1977). A partir de la
secuenciacion de Sanger, se generaron nuevas variantes de secuenciacion
permitiendo la entrada a las secuenciaciones de siguiente generacion disefiadas
a partir de distintas casas comerciales como Pacific Bioscience, Applied
Biosystems, Oxford Nanopore Technologies, entre otros (van Dijk et al., 2018).
Una de las variantes mas usadas en secuenciacion es la Secuenciacion de
Sanger con electroforesis capilar, en donde los productos con los
dideoxinucleotidos fluorescentes pasan por un capilar con una determinada
porosidad, dichos productos que emiten varias ondas de luz son procesados y
transmitidos a una computadora permitiendo asi la formacion de un

electroferograma (Dovichi et al., 2000).

Los resultados lanzados por el electroferograma pueden ser analizados en un
proceso post — secuenciacion. Para el desarrollo de dicho proceso, se requiere
el uso de diversos analisis bioinformaticos. Generalmente, las secuencias
obtenidas pasan a ser alineadas localmente o globalmente con otras secuencias
de interés cuya finalidad es la generacién de diversos andlisis, como la

descripcion de la filogenia molecular de las especies, los patrones de
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substitucion nucleotidica, los eventos de duplicacion genémica y la identificacion
de mutaciones que pueden generar productos disfuncionales (Smith vy
Waterman, 1981; Xia, 2007).

Para el andlisis en Leishmania, la secuenciacion ha sido aplicada en distintas
ramas ya sea desde la identificacion puntual del agente etiol6gico en pacientes
afectados hasta en los analisis de gendmica comparativa. En el Ecuador, uno de
los estudios mas prominentes es el de Olalla (2015), en donde se ha identificado
por secuenciacion la presencia de especies como L. mexicana, L. amazonensis,
L. panamensis, L. guyanensis y L. braziliensis en pacientes que presentaron

lesiones ulcerosas en distintas partes del cuerpo.

3. CAPITULO IlIl. DISENO DEL PLAN EXPERIMENTAL

El disefio del plan experimental se encuentra detallado en la Figura 11, en él se
muestra tres analisis principales usados para el desarrollo del proyecto. El primer
analisis constd en el andlisis tedrico y bioinformatico de las secuencias de las
especies de cada subgénero (Leishmania y Viannia). El segundo analisis fue la
optimizacion de un sistema diagnostico por PCR simple y mdltiple. Finalmente,
el tercer analisis constdé en la aplicacion de la PCR estandarizada para la

deteccion de los agentes etioldgicos en muestras de pacientes infectados.
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Analisis teorico y bioinformatico de Optimizacion de un sistema
secuencias pertenecientes a especies de diagnostico por PCR simple y
Leishmania para el diseiio de cebadores multiple de Leishmania dirigido

que identifiquen los subgéneros para los subgéneros Viannia y
Leishmania y Viannia por PCR Leishmania
L4 y
Seleccion virtual de Método estandanzado de
marcadores moleculares extraccion de ADN
y Estandanzacion de la PCR simple
Disefio y analisis de .|para defeccion de los subgéneros
cebadores Leishmania y Viannia y secuenciacion
de confroles positivos.
Aplicacion de PCR multiple para la
deteccion de los subgeneros
Leishmania y Viannia en muestras de « ¥ Y
pacientes sospechosos portadores Subgénero Subgénero
de Leishmania Leishmania Viannia
Y
Validacion de la técnica Y
estandarizada Secuenciacion de
los controles
1 posfivos
Comparacion de los resuitados !
enfre microscopia y PCR mitiple Estandarizacion de PCR
milfiple para identificacion
L de subgeneros Leishmania
Prevalencia de los subgéneros Viannia y Viannia
y Leishmania de las provincias de
Pastazay Napo

Figura 11. Diagrama de flujo vertical que presenta el disefio del plan
experimental del proyecto de investigacion para la diferenciacion e identificacion

de los subgéneros Leishmania y Viannia mediante el uso del programa Visio.
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4. CAPITULO IV. PROCEDIMIENTOS

El presente proyecto fue desarrollado bajo la direccion del Dr. Manuel Calvopifia
en la Direccion General de Investigacion de la Universidad de las Américas bajo
el codigo MED.MC.18.01 con la aprobacion de los comités de bioética del
Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica (INSPI) Izquieta Pérez y de
la Universidad Internacional de Ecuador (UIDE) (C6d. Ref.: CEISH-INSPI-013 y
Cad. Ref.: CEU-069-18).

Los procedimientos en el proyecto de investigacion se basaron en tres
componentes principales; el primero fue el analisis teorico y bioinformatico de
secuencias pertenecientes a especies de Leishmania para el disefio de
cebadores que identifiquen los subgéneros Leishmania y Viannia por PCR, el
segundo fue la optimizacion de un sistema diagnéstico por PCR simple y
multiple, y el tercero fue la aplicacion en muestras obtenidas en pacientes

sospechosos.

4.1. Analisis teodrico y bioinforméatico de secuencias pertenecientes a
especies de Leishmania para el disefio de cebadores que identifiquen

los subgéneros Leishmaniay Viannia por PCR

4.1.1. Seleccioén virtual de marcadores moleculares

Se procedi6 a la investigacion bibliografica acerca de todos los genes
(marcadores moleculares) utilizados para el analisis en Leishmania (Akhoundi et
al., 2017).

A partir de la lista de marcadores moleculares, se efectué una busqueda en la
base de datos Gene Bank proporcionado por el Centro Nacional de Informacion

Biotecnoldgica (NCBI) (por sus siglas en inglés National Center of Biotechnology
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Information) (McEntyre y Ostell, 2002). Las secuencias nucleotidicas fueron
agrupadas en una base de datos en formato Geneious

El alineamiento de secuencias se efectu6 en el programa bioinformatico
Geneious, en el cual se realizé por medio de los algoritmos Mauve y Geneious
(Darling, Mau, Blattner, y Perna, 2004; Kearse et al., 2012).

Se efectué un alineamiento mdultiple para las secuencias de los marcadores
cromosOmicos seleccionados (Anexo 1). En el caso de algunas especies, la
disponibilidad de la secuencia nucleotidica de los marcadores moleculares era
reducida a comparacion de la secuencia cromosémica, es por ello que se decidio
también usar el algoritmo Mauve para la identificacion y posterior extraccion del
locus del marcador cromosémico. A partir del alineamiento multiple por cada
marcador, se procedié a extraer las secuencias consensus de cada marcador
molecular. Para ese procedimiento, se utilizaron los siguientes numeros de
ascension de las especies, hasta el momento disponibles: L. panamensis
(XM_010705915.1) (EU289030.1), L. guyanensis (GQ180933.1), L. peruviana
(LN609243.1), L. braziliensis (XM_001562089.1), L. donovani
(XM_003865074.1), L. major (XM_001686521.1), L. infantum
(XM_001469566.1), L. mexicana (XM_003874297.1), L. amazonensis
(Scaffold367 10914..12212), L. arabica (CM004641.1), L. aethiopica
(CM007213.1).

4.1.2. Disefio y analisis de cebadores

Se disefiaron los cebadores discriminantes de los dos subgéneros mediante el
programa Geneious con el algoritmo Primer 3 (Remm y Koressaar, 2007) en

base a las secuencias consensus previamente obtenidas.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=401419713
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A partir del disefio, inmediatamente se procedié a simular a nivel in silico los
cebadores diseflados en el mismo programa determinando la secuencia

producto oficial generada a partir de dicho procedimiento.

De manera simultanea se procedié a probar la especificidad de los cebadores
mediante la aplicacion del paquete bioinformatico BLAST (Ye et al., 2012), con
la finalidad de simular a nivel in silico el alineamiento de los cebadores en

cadenas molde perteneciente a distintos organismos.

Si el cebador mostraba un sesgo de alineamientos con cadenas molde
pertenecientes a especies de otros subgéneros, se rechazaba al cebador de
estudio. Si el cebador demostraba una alta especificidad en especies
pertenecientes a cada subgénero correspondiente, el cebador se aceptaba para

el posterior analisis experimental en el laboratorio.

Los cebadores seleccionados fueron analizados bioinforméaticamente mediante
la herramienta OligoAnalyzer (IDT, 2018) con la finalidad de obtener las
caracteristicas fisicoquimicas y termodinamicas de los cebadores disefiados

previamente.

4.2. Optimizacion de un sistema diagnostico por PCR simple y maltiple de

Leishmania dirigido para los subgéneros Vianniay Leishmania.

4.2.1. Poblacion y Muestra

Dieciséis muestras positivas por microscopia fueron destinadas para la
estandarizacion de la PCR simple, estas fueron proporcionadas por el Instituto
Nacional de Investigaciéon en Salud Publica (INSPI) lzquieta Perez de las

provincias del Napo (L-293-38-3) y Pastaza (L-287-39) por parte del Dr. Carlos
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Chiluiza, las cuales consistian en frotis de sangre inmovilizados en portaobjetos
tefiidos con Giemsa para microscopia y todas presentaban un diagndstico
positivo para Leishmania por microscopia (Tabla 1). El permiso legal que permite

el uso de dichas muestras posee el cédigo de referencia CEISH-INSPI-013.

Tabla 1.

Cdédigos de muestras positivas de presencia de Leishmania por microscopia de

luz usadas para estandarizacion de la PCR simple.

Lesh 001
Lesh_002
Lesh 003
Pastaza Lesh 004
Lesh 005
Lesh 006
Lesh 007
Lesh_008
Lesh_009
Lesh_010
Lesh 011
Napo Lesh_012
Lesh 013
Lesh_014
Lesh_015
Lesh_016

A su vez para la validacién de la técnica de PCR multiple, ademas de las dieciséis
muestras ya descritas, se usaron ciento veinticinco muestras, las cuales fueron

también proporcionadas por el Dr. Jacob Bezemer, de las cuales, se procesaron
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con la finalidad de verificar casos positivos de leishmaniasis. Las muestras
constaron de liquido linfatico procedente de pacientes sospechosos inmovilizado
en papel FTA. El permiso legal que permite el uso de dichas muestras posee el
cédigo de referencia CEU-069-18.

4.2.2. Preparacion de las muestras para la extraccion de ADN

Las muestras, al estar inmovilizadas en portaobjetos, fueron removidas mediante
raspado y posteriormente almacenadas en tubos Eppendorf® en alcohol al 99%
a una temperatura de -20°C. Por otro lado, las muestras inmovilizadas con papel
FTA fueron removidas mediante perforacion para la posterior extraccion de
material genomico. Tras este procesamiento, se procedié con el protocolo

descrito a continuacion:

4.2.3. Método de extraccion estandarizado de ADN

A partir de dicha preparacion se procedio a la extraccion de ADN. El presente
protocolo fue estandarizado por Irina Villacrés Msc. en la Direccion General de

Investigacion de la Universidad de las Américas.

Para el protocolo, se adicionaron 100 ul de Chelex 100 en forma sodica (Sigma-
Aldrich Co., St.Louis, Mo.) al 10% sobre la muestra de estudio. Luego se
procedid a la homogenizacion de la mezcla mediante la induccién en vortex
(Fisher Scientific, EEUU) durante un periodo de dos minutos. A partir de ello se
efectu6 un proceso de centrifugacidon en una microcentrifuga (Eppendorf,
Alemania) a 10000 revoluciones por minuto (rpm) durante un periodo de un
minuto. Luego se agregaron 5 pl de Solucién de Proteinasa K (PK) (Promega
Corp., Madison, Wis.) al homogenato. Posteriormente se indujo a Bafio Maria
(Memmert, Alemania) durante un periodo de 1 hora a 56°C. Se realizé una

segunda homogenizacion en vortex (Fisher Scientific, EEUU) durante un periodo
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de 15 segundos. A partir de la homogenizacion, se incubd la mezcla en un
termobloque (Eppendorf, Alemania) a 95°C durante un periodo de 30 minutos.
Ya incubada la mezcla, se realiz6 una segunda centrifugacibn en una
microcentrifuga (Eppendorf, Alemania) a 10000 rpm en un minuto. Se extrajo el
sobrenadante resultante y se lo transfirié a un tubo receptor. Se almaceno el
producto obtenido en una congeladora (Eppendorf, Alemania) a -20°C.

4.2.4. Cuantificacion de ADN

La cuantificacion de ADN se ejecutd en un lector de placas (Bio Tek Instruments,
Inc., EEUU). El protocolo de cuantificacion fue aplicado siguiendo las
indicaciones del fabricante. Inicialmente se colocd 1 gota de agua destilada a
cada lado de una placa rectangular compuesta de vidrio y metal proporcionado
por el fabricante, con la finalidad de limpiar y remover contaminantes. De manera
continua, se adicionaron 2 pl de solucién de Chelex 100 en forma sédica (Sigma-
Aldrich Co., St.Louis, Mo.) sobre los dos primeros pocillos de la placa con el
objetivo de blanquear al equipo. En el caso de las muestras de ADN, se
agregaron 2 pl en los pocillos consiguientes. El proceso de cuantificacion fue
efectuado en el programa. Los datos fueron procesados y almacenados en un

archivo Excel.

Para identificar la pureza de la muestra, se procedié a analizar cada muestra en
un espectrofotometro NanoDrop™ (Thermo Fisher, EEUU) en donde se
consideraron las proporciones 260/280 y 260/30 con el fin de identificar

presencia de agentes contaminantes.

En el presente estudio no se realiz6 un analisis de integridad genémica por
electroforesis en geles de poliacrilamida debido a que la extraccion de ADN se
la efectud con el protocolo de Chelex. ElI Chelex al ser una resina cationica

conjunto a la induccién en altas temperaturas, genera la disrupcién de la doble
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hélice del ADN produciendo hebras simples en el medio. En consecuencia, al
generar un analisis electroforético, no se podran visualizar las bandas debido a

que los reactivos como SYBR® Safe Unicamente tifien para hebras dobles.

4.2.5. Estandarizacién de la PCR simple para deteccion de los subgéneros

Leishmaniay Vianniay secuenciacion de controles positivos.

Para la amplificacion de los marcadores moleculares seleccionados, se aplicaron
los cebadores ICPB y INAGA de acuerdo a los resultados obtenidos a partir del
analisis in silico generado en el apartado 4.1.2. del presente documento. Con la
finalidad de disminuir el uso innecesario de reactivos, se procedio a optimizar las

reacciones de PCR en un volumen final de 10 pl por muestra de estudio.

Para la optimizacion de la PCR simple, inicialmente se evalué la temperatura
optima de hibridacion de los cebadores mediante la aplicacién de un gradiente
de temperatura, generando una disminucion y un aumento gradual de 2°C desde

la temperatura de denaturacion calculada in silico (Tabla 2).

Tabla 2.

Condiciones de termociclador para la optimizacion de PCR convencional dirigida

a la identificacion de los subgéneros Leishmania y Viannia.

1 Activacion enzimatica 94 °C 5 minutos
Denaturacién inicial 94 °C 30 segundos
30-40 Hibridacion “Cebador — ADN (58°C - 62°C) 30 segundos
molde”
Elongacion 72 °C 1 minuto
1 Elongacion final 72 °C 7 minutos
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Por otro lado, para este ensayo, se usaron las condiciones de amplificacion
estandar descritas por el fabricante por duplicado, las concentraciones de cada

reactivo se encuentran descritas en la Tabla 3.

Tabla 3.
Concentraciones y volumenes de reactivos recomendados por el fabricante para
una PCR simple dirigida para identificacion de los subgéneros Leishmania y

Viannia

Buffer (-MgCly) 10X 1X 1l

Platinum ® Tag ADN 5 Ulpl?t 1 ULl 0,2 ul
polymerase

dNTP Mix 10 Mm 0,2 mM 0,2 pl
Cebadores 20 uM 0,3 uM 0,3 ul
MgCl> 50 mM 1,5 mM 0,3 l
H20 - - 6 ul

ADN - 10 ng. plIt 2 ul

Total - - 10

Para continuar con la estandarizacion, se procedi6 a variar las concentraciones

de los reactivos en los rangos descritos en la Tabla 4.

Tabla 4.

Detalle de los gradientes de reactivos para optimizacion de reacciones de PCR

convencional para los subgéneros Leishmania y Viannia

Cloruro de Magnesio (MgCl») 1,5mM -3 mM
PCR Viannia Nucledtidos (ANTP) 0,2 mM-0,4 mM
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PCR Leishmania | Platinum ® Taq ADN 1 ULplt- 1,3 ULyt
polymerase
Cebadores 0,2uM -0,5puM

Se comprobé en todos los ensayos, la amplificacidon de los fragmentos mediante
electroforesis en geles de agarosa (Utrapure TM Agarose, Invitrogen) al 2%, las
cuales se corrieron a 100 voltios durante 30 minutos (Labnet International,
EEUU). La fotodocumentacion de estos geles se efectué en el equipo
ChemiDoc™ Imaging Systems (Biorad, EEUU).

4.25.1. Secuenciacion de los controles positivos

A partir de la comprobacion e identificacion de la efectividad en las PCR
convencionales estandarizadas, se procedid6 a secuenciar los fragmentos
amplificados en un analizador de secuencias 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, EEUU). La secuenciacion fue efectuada por el servicio de
secuenciacion de la Universidad de las Américas. Los fragmentos secuenciados
fueron analizados a posteriori en programas bioinformaticos como BLAST
(McGinnis y Madden, 2004) y Geneious (Kearse et al., 2012) con el objetivo de
verificar que la secuencia amplificada correspondia con los subgéneros

Leishmania y Viannia respectivamente.

4.2.6. Estandarizacion de PCR multiple para identificacion de subgéneros

Leishmaniay Viannia

Una vez establecidas las condiciones oOptimas para la amplificacion de los
marcadores moleculares seleccionados por separado, y la verificacion de las
secuencias de los controles positivos, se procedié a estandarizar una PCR

multiple. Como control positivo, para este fin, se realizé una coinfeccién artificial,


https://www.bio-rad.com/es-ec/category/chemidoc-imaging-systems?ID=NINJ0Z15
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gue constd en la mezcla de los dos materiales genémicos provenientes los

subgéneros Viannia y Leishmania respectivamente.

Inicialmente se evalud la temperatura Optima de hibridacion del conjunto de
cebadores mediante la aplicacion de un gradiente de temperatura, generando
una disminucion y un aumento gradual de 2°C tomando en cuenta la temperatura
media de hibridacion de entre los cebadores ICPB y INAGA (Tabla 5), usandose

las concentraciones de reactivos mostradas en la Tabla 6.

Tabla 5.

Condiciones de termociclador para la optimizacion de PCR multiple dirigida a la

diferenciacion entre los subgéneros Leishmania y Viannia.

1 Activacion enzimatica 94 °C 5 minutos
Denaturacion inicial 94 °C 30 segundos
30-40 Hibridacion “Cebador — ADN (58°C - 64°C) 30 segundos
molde”
Elongacion 72 °C 1 minuto
1 Elongacion final 72 °C 7 minutos
Tabla 6.

Concentraciones y volumenes de reactivos utilizados para estandarizacion de
PCR mudltiple dirigida a la diferenciacion entre los subgéneros Leishmania y

Viannia.

Buffer (-MgCl>) 10X 1X 1l
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Platinum ® Taq ADN 5 ULpl? 1,5 ULyt 0,3 ul
polymerase

dNTP Mix 10 mM 0,6 mM 0,6 pl
Cebadores 20 uM 0,5 uM 1 pl

MgCl> 50 mM 2,5 mM 0,5 ul
H20 - - 4,6 ul
ADN - 10 ng. plIt 2ul

Total - - 10 pl

Para continuar con la estandarizacion, se procedio a variar las concentraciones
de los reactivos en los rangos descritos en la Tabla 7 del presente documento,

con la finalidad de mejorar la resolucion de los fragmentos amplificados.

Finalmente, con el objetivo de verificar la especificidad de los cebadores, se
realizo una prueba cruzada en donde se utilizo el ADN perteneciente a cualquiera
de los dos subgéneros con el objetivo de observar la existencia de

amplificaciones inespecificas.

Tabla 7.

Gradientes de concentracion de reactivos utilizados para optimizacion de
reacciones de PCR multiple dirigida a la diferenciacion entre los subgéneros

Leishmania y Viannia.

Buffer (-MgCl,) 1X N/A
Platinum ® Tag ADN - 1,5 ULplt =17 ULul?
polymerase

dNTP Mix Gradiente 0,6 mM - 0,8 mM
Cebadores Gradiente 0,5uM -0,7 uM
MgCl2 Gradiente 2,5 mM-2,7 Mm
H-0 - -
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ADN 10 ng.plt N/A

Se comprobo la amplificacion de los fragmentos mediante electroforesis en geles
de agarosa (Utrapure TM Agarose, Invitrogen) al 2%, las cuales se corrieron a
una carga de 100 voltios durante 30 minutos (Labnet International, EEUU). La
fotodocumentacion de estos geles se efectud en el equipo ChemiDoc™ Imaging

Systems (Biorad, EEUU) al igual que en los procedimientos anteriores.

4.2.7. Aplicacién de PCR multiple para la deteccién de los subgéneros
Leishmania y Viannia en muestras de pacientes sospechosos

portadores de Leishmania

4.2.7.1. Validacion de latécnica estandarizada

Las dieciséis muestras que mostraron los resultados positivos por microscopia
para la presencia de Leishmania fueron procesadas mediante la técnica de PCR
multiple estandarizada con la finalidad de determinar el nivel de confiabilidad de

la técnica.

4.2.7.2. Comparacion de los resultados entre microscopiay PCR

multiple

Se aplicé la técnica estandarizada en las 125 muestras restantes que fueron
proporcionadas por el Dr. Jacob Bezemer. Se generé un cuadro comparativo
global incluyendo las dieciséis muestras usadas para la estandarizacion con los
resultados obtenidos entre la microscopia y la PCR mudltiple. Se realizé un
analisis estadistico descriptivo, comparando la sensibilidad en donde es el
coeficiente entre los valores verdaderos positivos (VP) con respecto a la
sumatoria de los valores verdaderos positivos con los valores falsos positivos

(FP) (Ecuacién 1) y especificidad en donde es el coeficiente multiplicado entre


https://www.bio-rad.com/es-ec/category/chemidoc-imaging-systems?ID=NINJ0Z15
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los valores verdaderos negativos (VN) con respecto a la sumatoria entre los
valores verdaderos negativos con los falsos positivos (FP) (Ecuacion 2) entre la
microscopia convencional con respecto a la PCR multiple disefiada a un nivel de
confianza del 95% en donde p es la proporcién de estudio (Sensibilidad o
Especificidad), Z,/, es el valor critico de la distribucion normal estandar y N es

el tamafio muestral (Ecuacion 3) (Bravo-Grau y Cruz, 2015).

VP .,
%Sens = m x 100 (ECU&CIOI’] 1)
VN .,
%WEsp =—— X1 Ecuacion 2
YWEsp (VN + FP) 00 ( )
p(1—p)

1.C.100(1—a) =p + z4), (Ecuacion 3)

N

4.2.7.3. Prevalencia de los subgéneros Viannia y Leishmania de las

provincias de Pastazay Napo

Se realiz6 un cuadro comparativo utilizando Unicamente los resultados que
presentaron una concordancia entre la técnica microscopica y la técnica por PCR

multiple.

También se determind descriptivamente el porcentaje de la presencia de cada

subgénero con respecto al numero total de pacientes infectados.

Finalmente, se aplico el estadistico chi cuadrado con la finalidad de verificar la
dependencia o independencia entre la presencia del agente etioldgico con

respecto al género de los pacientes sospechosos portadores de la enfermedad,
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mediante la aplicacion del paquete estadistico SPSS. El andlisis estadistico se

realizé a un nivel de confianza del 95% con un valor critico de X2 = 3,814.

5. CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Anédlisis tedrico y bioinformatico de secuencias pertenecientes a
especies de Leishmania para el disefio de cebadores que identifiquen

los subgéneros Leishmaniay Viannia por PCR

5.1.1. Seleccién de marcadores moleculares

Luego del andlisis bioinformatico se obtuvieron dos marcadores moleculares
optimos que permitieron la discriminacion entre los dos subgéneros del parasito
protozoario Leishmania (Leishmania y Viannia). Los marcadores moleculares
seleccionados pertenecen a los genes cpb y nagA, los cuales son considerados
como “genes constructivos”, y codifican para enzimas importantes en el
mantenimiento de la integridad celular. Los marcadores cpb y nagA fueron
usados para la identificacion de los subgéneros Viannia y Leishmania

respectivamente (Figura 12).
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Figura 12. Marcadores moleculares seleccionados in sillico para la discriminacion
entre los subgéneros Leishmania y Viannia e identificacion de regiones de
amplificacion con cebadores disefiados virtualmente, mediante el uso programa
BLAST (Ye et al., 2012).

A. Marcador molecular cpb dirigido para la identificacion del subgénero Viannia.

B. Marcador molecular nagA dirigido para la identificacion del subgénero Leishmania.

Después del alineamiento de secuencias, se pudo obtener una secuencia
consensus por cada gen. La secuencia consensus perteneciente al marcador
molecular cpb para la identificacion del subgénero Viannia se encuentra
plasmada en la Figura 13 y subrayado se muestran los sitios blanco escogidos

sobre los cuales se realiz6 el disefio de cebadores.

El gen cpb mostr6 ser adecuado para la discriminacion del subgénero Viannia
debido a que en el andlisis de alineamiento multiple se obtuvo un alto nivel de
conservacion. El grupo de Pérez (2007) realiz6 la identificacion de especies de
Leishmania pertenecientes al subgénero Viannia mediante RFLPs (por sus
siglas en inglés Restriction Fragment Lenght Polimorfisms) con la enzima Taql
gue reconoce sitios 5° - TICGA - 3". En dicho estudio han detectado que las
especies presentan un patrén de similitud de corte alto, pero con la diferencia
gue la especie L. peruviana presento un producto de tamafio distinto. EI gen cpb
ademas de demostrar alto nivel de conservacion, se sabe que también es
conocido como un gen que presenta gran cantidad de copias en un mismo locus

dependiendo de la especie de Leishmania (Hide et al., 2008), o que permite una



62

alta disponibilidad al ser amplificado por PCR. Conociendo que existen otros
estudios que detectaron niveles de polimorfismos en dicho gen como la CTE
(Extension de la region carboxilo terminal), se han disefiado cebadores de la
region codificante del dominio maduro de la catepsina, no considerandose las
regiones de alta variabilidad nucleotidica (Hide et al., 2008; Hide et al., 2007)

1 10 20 30 40 SO
| I | | | |

ATGRCGGTGCCGAGGEGTCCTTCTGTGTGTTGTTGCGGCTGTGTGCGTGCT

GCTGGCGGECTGCCGGCEGTGCCTGCGCRAGCGATGYACGTRGGCAGGCCGG

TCITCITGTGCTRTTCGAGGAGTTCAAGCAGACGTACMAGCGCGTGTACGCG

ACGCTGEGMCGAGGAGCAGCAGCGGEGSTGGCGAACTTCCAGCGYAACCTGGA
GCTGATGCGCGAGCACCAGGCGAACARACCCACACGCGCGGETTCGGGATCA
CGAAGTTCTTTGACCTGTCGGAGEGMAGAGTTCGCCACGCGCTACCTGAGC

GGCGCCACGCACTTCGCGCARAGGCGAAGAAGTTCGCAWGCNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGGTGGACTGGCGTS

AGAWGGGCGCCGTGACGCCGGEGTGAASGACCAGGGGRYGTGCGGGTCATGC

TGGGCGYTCTCGGCGATCGGCAACATAGAGTCGMAGCTGECTACSTTRCCAC

CCACTCGCTGATYWCCY TGTCGGAGCAGGAGCTGGTGAGCTGCGATGATG

TGGACGAGGGCTGCAACGGCGGCCTGATGCTGCAGGCRTTYGACTGGCTG
CTGRACAATARGARACGGAGCCGTIGTACACGGGTGYTAGCTACCCCTACGT

GTICYGGTAATGGYAGTGTGCCCGAGTGCTCCGGAGAGTAGTGAMCTCGTTR
TCGGTGCGTACATCGATGGCCATGTGACGATCGAGAGCAACGAAGATACG
ATGGCTGCGTGGCTTGCGGYGAACGGTCCCATCGCTATTGCGGTTGACGC
CAGTGCCTITCATGTCGTACACGGEGGSGGCRTCCTGACCTCGTGCGATGGTA
RACAGCTGAACCACGGTGTGCTGCTCGTTGGGTACAACATGACYGGCGAG
GITCCGTACTGGCTGATCARGAACTCGTGGGGTRAGAACTGGGGCGAGARA
GGRCTACGTGCGCGTGCGCAAGGGRACGAACGAGTGCCTGATCCAGGAGT

ACCCCGYVICYGCGCAGACGTCCGGCAGTACCACCCCTGGTCCSACSACS

ACGACGARAGCCCCCAAGGECTTGCGYGGTGCTESNNNNNNCGYRMASCGA
YTATRKTCRGCMEVAANNNRTGCARKGARKNAGGTGNNCMRSWCGADCMANG
TGNNCTWCRRNGAGNNNYAHRGGGGSCMARKSSGWRKRSGANTRCANNNNN
NNNTGCGSYMITGARSGAGGTGYTCRTGCGCAYCTATCCGAGCAGCGATTG
CAGYGGYACSCMGSRRTAYRRHGTSATWSSYGABGSYRWSTSTVIGRWGW
YSWYBEKSYGGCTYVRRCAWGAGNNNCAWCNTGCMYGTYYAAGTAG

Figura 13. Secuencia consensus del gen cpb obtenido en base de los
alineamientos de especies pertenecientes al subgénero Viannia con el programa

bioinformético Geneious (Kearse et al., 2012) mediante el algoritmo Geneious.

Los sitios blanco para la amplificacién se encuentran subrayados en color rojo.
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Por otro lado, la secuencia consensus perteneciente al marcador molecular nagA
se encuentra plasmada en la Figura 14 y subrayado se muestran los sitios blanco

escogidos sobre los cuales se realiz6 el disefio de cebadores.

El gen nagA mostro ser el mas 6ptimo ya que de la misma manera se determiné
su nivel de conservaciéon mediante los alineamientos multiples. Se tomé en
cuenta las afirmaciones impuestas por Momen (2000) quien indica los niveles de
conservacion, similitud y variabilidad entre las especies del género Leishmania,
en donde describié que algunas especies del complejo Mexicana como L.
mexicana y L. amazonensis a pesar de pertenecer al Nuevo Mundo, presentan
caracteristicas gendmicas relativamente relacionadas con las especies del

subgénero Leishmania perteneciente al Viejo Mundo.
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ATGGRCAACGYTACGRTTATYAAGGGTAACATCGTSACGACCTCRAAGGT
SCTMTACGGYGGMTGTGTMATYGTCGTRAATGATCTMATTGYVTCKRGTGT
GTGRCAATGAGRCTSTTGYCCGAAARKASCTCGKYGAGCTCGAGARYACG
CAYCCMGGCRTAGGCGCGGCCACCTGGYAMGAGGCCGCRTTTGTGCTYCC
IGGGTTCGTRGATATTCACAACCACGGAYTGGGYGGTGCRAGCGATGTGA
TWGGGCACTGGTCVAACCCAGAGTACTCCCTRAAGGAGCTGGCYCGGTGC
GGCACGCTSACRACCTTGGCGTCCRTCATCTTCTCCGAYAGCCACAAGAR
ACTGGTGACGGASTGTATTGATGCYATCGAGAAGCGYGTGGGGWCCTATA
CGRARGACAARCTGTATYYTGGGCGGYATCCATGCCGAGGGCCCCGTCATT
CACGACCGCGGCGGCCTSCCGGARTGCAAGAGTGAAATRAGCCTCGRCGA
CTTCAAGCGGCTCGTCRAYTCTATGCCRTCCTTGCGCGTCATGACCATCT
CGCOMCACATCGARGCACGGTGYAACTACGAGAAGRTAMGSYAYCTSCTS
RAGAAGAAGGTGCGCGTYGCSCTCGGGCAYGACCGCGCCGCCWCCAAGTC
GGAGATYATGRGCGCYCTCAAGCTGGCRRCSTCGGAGGAGGAGAAGATGC
ATGTYACCCACTTIGTGYAACGTCTCCACSTTCAATCACCGTGCCAGCTCA
CTGGTGAACRCGGCCATGTGYCCGCGGTTYCCGAACGCSCCRCTCTACAR
AGGRGCGCGYCCGCCAACGCTGGAGATCATTGCTGATCTYATTCATGTYG
ATAGCGTCACACTRCAGTCYGTCCTGRCGTCACGCAGCGTYGASGACATT
GCCATYATCACRGACTGYATCTCSGCACACATCCCTGGCAAGCAYGTGGT
GTACAACGGGCGTGACAGCGTYGTGCAGGCGGGTGGGGECGEGTGCTATCTICT
GYGACTCRTITTGGYCGCGCGTCCARCACSCTGGCRGGCGGCACKAGCATG
CTAGCCGACCTGTTCCATATCCTRATCACACTCTTCKGYAAGGATGTCGT
CGAGGCCTGCTTGCACACCGCCACCGTRCCCGCCCGMATCGCGAACCTERC
CYGACGTGGGYGCRATCRCTGWGRGAAAGAAGGCCAATCTRCTYCTTTTT
GACGCGGAGCTOMACACRATCGAGAAGCGCATGATTYACGGACASTGGAC
CTCGCACAARCCGTACRSGATYCTYCACCCCTCTGTARYCCATCTGTGA

Figura 14. Secuencia consensus del gen nagA obtenido en base de los
alineamientos de especies pertenecientes al subgénero Leishmania con el
programa bioinformatico Geneious (Kearse et al., 2012) mediante el algoritmo
Geneious. Los sitios blanco para la amplificacion se encuentran subrayados en

color rojo.
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Una de las principales caracteristicas que presentan las especies del subgénero
Leishmania pertenecientes al Nuevo Mundo, es la disminucion considerable en
su cariotipo. Por ello, el gen nagA mostro ser el mas éptimo ya que esta presente
en el cromosoma 36 de las especies del Viejo Mundo y también en el cromosoma
20 de las especies del Nuevo Mundo, los alineamientos del gen nagA
presentaron un alto nivel de homologia entre las especies del Viejo Mundo con
las del Nuevo Mundo, corroborando la afirmacion propuesta anteriormente

(Figura 15).
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Figura 15. Fusion cromosémica y conservacion gendmica entre los cromosomas
20 — 36 y 8 — 29 efectuada en la especie L. mexicana. Se demuestra que la
especie L. major presenta un alto grado de homologia, concluyendo que las
especies del Viejo Mundo son predecesoras a las del Nuevo Mundo (L. mexicana

y L. amazonensis).

Tomado de (Britto et al., 1998)
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5.1.2. Disefio y anédlisis de cebadores

5.1.2.1. Subgénero Viannia

En el caso del marcador molecular cpb, se obtuvo un par de cebadores que son
discriminantes para este subgénero, dichos cebadores se encuentran
especificados en la Tabla 8 con sus respectivas caracteristicas cualitativas y
termodinamicas. El programa bioinformatico Geneious demostr6 mediante una
PCR in silico que los cebadores disefiados pueden hibridarse facilmente con
respecto a la cadena molde perteneciente al gen cpb (Figura 16).

Tabla 8.

Determinacion de los parametros fisicoquimicos estimados de los cebadores
dirigidos para discriminacion del
OligoAnalyser (IDT, 2018).

subgénero Viannia en el programa

Nombre ICPB-F470 ICPB-R641
Secuencia GCAACATAGAGTCGMAGTGG | TAGCTARCACCCGTGTACA
C
Temperatura Minima 53,2 °C Minima 54,1 °C
de Media 54,6 °C Media 55,2 °C
denaturacion " Maxima 56,0 °C Maxima 56,4 °C
(°C)
Longitud (pb) 20 pb 20 pb
Amplicén (pb) 172 pb
_ AG 3 1,14 kcal. mol™1 AG 3 0,47 kcal.mol™?
Horquillas*
AG AG
(kcal.mol™1) 0,54 kcal.mol™? 0,43 kcal.mol™!
Interna Interna
Homodimero* -10,24
AG 3 -3,14 kcal.mol™? AG 3
(kcal.mol™1) kcal. mol™1
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AG AG -5.54
-7,54 kcal. mol™?
Interno Interno kcal. mol™!
) AG 3 -3,3 kcal.mol™?
Heterodimero*
AG
(kcal. mol™1) -3,61 kcal.mol™?!
Interno

Nota: *Valores mas bajos y estables de energia libre de Gibbs (AG) en kcal.mol™.

CAACATAGAGTCRCAGTRLTACSTTRCCA

CCCACTCGCTGATYWCCYTGTCGGAGCAGGAGCTGOTCAGCTOCCATEATOTEGACGAGEOCTOCAALGRERECLT

GCARCATAGAGICGCAGIGETACSTIRCCACCCACTCGCTGATYWCCYTG

TCGGEAGCAGEAGCTGEIGAGCTGCEAT AT T CEACCAGEECTRCARCEE

CEGCCTGATGCTGCAGGCRTTYGACTGECTGCTGRACAATARGAACGGAG
CCGTGTACRCGEETGCTAGCTA

Figura 16. Simulacion de PCR in silico dirigido al subgénero Viannia en el

paquete bioinformatico Geneious (Kearse et al., 2012) con el uso de cebadores

ICPB-F470 y ICPB-R641.

Parte superior: Hibridacion de cebadores en la cadena molde consenso y

extraccion in silico del producto PCR.

Parte inferior: Secuencia oficial del producto extraido.

El programa BLAST demostré que la hibridacion de los cebadores ICPB
anicamente ocurre en especies pertenecientes al subgénero Viannia, y no
presentan inespecificidad de hibridacion con respecto a las otras especies del

subgénero Leishmania (Anexo 2).

5.1.2.2. Subgénero Leishmania
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Para el marcador molecular nagA, a su vez se obtuvieron resultados positivos
gue permitieron discriminar Unicamente a especies pertenecientes al subgénero
Leishmania. Los cebadores selectos para diferenciar dicho subgénero se
encuentran especificados en la Tabla 9 con sus respectivas caracteristicas

cualitativas y termodinamicas.

Tabla 9.

Determinacion de los parametros fisicoquimicos estimados de los cebadores
dirigidos para discriminacion del subgénero Leishmania en el programa
OligoAnalyser (IDT, 2018).

Nombre INAGA-F537 INAGA-R836
Secuencia CGTCATGACCATCTCGCCM | TCAGCAATGATCTCCAGCGT
Temperatura Minima 57,4 °C Minima 56,6 °C
de Media 57,8 °C Media 56,6 °C
denaturacion Maxima 58,3 °C Maxima 56,6 °C
(°C)
Longitud (pb) 19 pb 20 pb
Amplicon (pb) 300 pb
. AG 3 N/A AG 3 N/A
Horquilla*
AG AG -1,66
kcal.mol™? 0,24 kcal.mol™?
Internas Internas kcal.mol™?
. ) -3,61
) AG 3 -3,61 kcal.mol™1 AG 3
Homodimero* kcal.mol™?
kcal.mol™? AG AG -4,62
-11,22 kcal.mol™?
Internos Internos kcal.mol™?
) AG 3 -6,75 kcal.mol™1
Heterodimero*
AG
kcal. mol™t -5,00 kcal.mol™?
Internos

Nota: *Valores mas bajos y estables de energia libre de Gibbs (AG) en kcal.mol™.
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El programa bioinformatico Geneious demostr6 que los cebadores
discriminantes del subgénero Leishmania pueden hibridarse facilmente con

respecto a la cadena molde perteneciente al gen nagA (Figura 17)

1 0
1ins 18k

i TCATGACCATCTCGCCACACATCGAKGEACGGTGYAACTACGAGAAGRTAMGSYAYCTS CTSRAGAAGAAGGTGCGCGTYGCSCTCG6GCAYGACCGEGCCECENCE

b

1 10 20 30 40 50
| | I | | |

CGTCATGACCATCTCGCCACACATCGARGCACGGTGYRACTACGAGAAGR
TAMGSYAYCTSCTSRAGAAGARGGTGCGCGTYGCSCTCGGGCAYGACCGC
GCCGCCWCCRAGTCGGAGATYATGRGCGCYCTCAAGCTGGCRRCSTCGGA
GGAGGAGAAGATGCATGTYACCCACTTGTGYRAACGTCTCCACSTTCRATC
ACCGTGCCAGCTCACTGGTGAACRCGGCCATGTGYCCGCGGTTYCCGAAC
GCSCCRCTCTACARAGGRGCGCGYCCGCCAACGCTGGAGATCATTGCTGA

Figura 17. Simulacion de PCR in silico dirigido al subgénero Leishmania en el

paqguete bioinformatico Geneious (Kearse et al., 2012) con el uso de cebadores

INAGA-F537 y INAGA-R836.

Parte superior: Hibridacion de cebadores en la cadena molde consenso y la extraccion in silico

del producto PCR.

Parte inferior: Secuencia oficial del producto extraido.

El programa BLAST demostro que la hibridacion de los cebadores INAGA ocurre
anicamente en especies pertenecientes al subgénero Leishmania no presenta

inespecificidades con otras especies del subgénero Viannia (Anexo 2).

A pesar de observar la existencia de especies del viejo mundo en el analisis con
el algoritmo BLAST, se puede apreciar que no existe una hibridacion in silico con
respecto a la especie L. amazonensis (Anexo 2), esto se debe a que los datos

del proyecto de secuenciacion gendmica de dicha especie hasta el momento no
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han sido procesados y diferenciados en el NCBI. Por ello, se corroboré la
fidelidad de los cebadores disefiados con los ensamblajes proporcionados en la
pagina web disefiada en el proyecto de secuenciacion de L. amazonensis con el
ensamble Scaffold367 10914..12212 verificandose su efectiva hibridacién. Otro

punto a recalcar radica en que el genoma de L. amazonensis al encontrarse
estrechamente relacionado con el genoma de L. mexicana, conjuntamente con
los genomas de las especies pertenecientes al Viejo Mundo, puede implicar que
las secuencias nucleotidicas de esas especies no pudieron tener una alta
divergencia, lo que significa que su nivel de conservacion puede ser alto (Real
et al., 2013).

De manera similar, las especies L. aethiopica y L. arabica, no mostraron una
hibridacion in silico de los cebadores en el programa ya mencionado. Esto pudo
deberse a que la informacion genética de la mayoria de los marcadores
moleculares de estas especies no ha sido procesada y diferenciada por el NCBI.
En el presente proyecto, con el objetivo de abarcar el analisis en las especies
nombradas, optd por el uso de las secuencias cromosémicas de las mismas,
identificando el locus del marcador molecular usado para la diferenciacion. Por
lo consiguiente, se obtuvo la secuencia de estudio que posteriormente fue usada
en una simulacion de PCR in silico probando los cebadores previamente
disefiados. Como resultado, se observdé que los cebadores se hibridaron

correctamente.

Por otro lado, para subgénero Viannia, también se pudo observar que no existio
hibridacién de los cebadores disefiados con las especies L. lainsoni y L. naiffi.
Esto pudo deberse que, de la misma manera, el Gene Bank no haya procesado
la informacién generada a partir de los proyectos de secuenciacién masiva de
dichas especies. En el caso de la especie L. lainsoni el proyecto de
secuenciacion genémica shot gun ha determinado que la secuencia gendmica
de dicha especie tiene un largo superior de 34 millones de pares de bases

dividido en 137 contigs. Por otro lado, el proyecto de secuenciacion de la especie
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L. naiffi ha determinado que dicha especie contiene un largo superior de 30
millones de pares de bases dividido en catorce mil contigs (Coughlan et al., 2018;
M. A. De Almeida et al., 2018).

El andlisis fisicoquimico de los cebadores se encuentra en las Tablas 8 y 9.
Dados los valores fisicoquimicos calculados para cada par, se us6 como rango
minimo el valor de AG = —9 kcal. mol~! para verificar fisicoquimicamente si los
cebadores fueron o no tedéricamente Optimos para una reaccion de PCR
(Prediger, 2018).

Para los cebadores ICPB se determinaron distintos valores en sus estructuras
secundarias. Las horquillas obtuvieron valores desde 0,43 kcal.mol™! hasta
1,14 kcal.mol™* . Los homodimeros presentaron valores desde -10,24
kcal.mol™! hasta -3,14 kcal.mol™'. Y los heterodimeros revelaron valores
desde -3,61 kcal.mol™! hasta -3,61 kcal.mol™t.

En el caso de los cebadores INAGA se obtuvieron los siguientes valores en sus
estructuras secundarias. Las horquillas mostraron valores desde -1,66
kcal. mol™' hasta 0,24 kcal.mol™!. Los homodimeros presentaron valores
desde -11,22 kcal.mol™ hasta -3,61 kcal.mol™ . Y los heterodimeros

obtuvieron valores desde -6,75 kcal.mol~! hasta -5 kcal. mol™? .

Consecuentemente, los valores termodindmicos en las estructuras secundarias
como horquillas y heterodimeros de los dos pares de cebadores demostraron
estar dentro de los rangos Optimos o0 aceptables para que los cebadores puedan
funcionar en una reaccion de PCR. Por otro lado, los valores de los homodimeros
para los dos pares de cebadores presentaron valores fuera del rango 6ptimo. Sin
embargo, esto no significé un impedimento en la adecuada ejecucién de la PCR,

la cual se realizé con una acertada hibridacion, esto pudo deberse a que la
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induccion de temperaturas altas en el termociclador pudo influenciar en la

estabilidad termodinamica de los mismos.

5.2. Optimizacién de un sistema diagndéstico por PCR simple y multiple
de Leishmania dirigido para los subgéneros Vianniay Leishmania.

5.2.1. Cuantificaciéon de ADN

En base a los resultados mostrados en la Tabla 10 de las dieciséis muestras
usadas para la estandarizacion de la PCR, se observo que las concentraciones
finales de material genémico recolectado eran desde 39 ng.ult hasta 153 ng.ul-
!lo que indicaba que el método de extraccion de ADN fue muy efectivo. La razén
principal del porque se extrajo elevadas cantidades de ADN radica en que el
Chelex al ser una resina cationica que contiene iones de iminodiacetato, tiene la
capacidad de unirse extracelularmente a las membranas celulares (membrana
externa, mitocondrial y nuclear), provocando su ruptura completa conjunto a la
liberacion de todos los componentes intracelulares como proteinas estructurales,

enzimas y ADN.

Sin embargo, los valores obtenidos en las proporciones 260/280 y 260/230
demostraron ser muy bajos a comparacion de los limites estandar que debe
presentar una muestra para su posterior procesamiento. En el caso de las
proporciones 260/280, existieron valores menores a 1,34, lo que indicaba que en
las muestras pudo haber la presencia de remanentes proteicos intracelulares y
extracelulares. Por otro lado, del mismo modo, las proporciones 260/230
demostraron valores mucho mas bajos que oscilaban entre 0,17 hasta 0,3
mostrando la presencia principalmente de carbohidratos (Desjardins y Conklin,
2010). La obtencién de valores muy bajos en la cuantificacion pudo deberse al
escaso nivel de eficacia del protocolo para la purificacién del ADN obtenido ya
gue no se usaron herramientas de purificacibn como columnas cromatogréaficas

0 reactivos precipitantes como el acetato de amonio y acetato de sodio (Budelier
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y Schorr, 1998; Singh, Kumari, y Lyengar, 2018). No obstante, diversos estudios,
han aplicado la extraccion de ADN con Chelex demostrando que tiene un mejor
rendimiento posterior en el procesamiento en PCR a comparaciéon de otras
técnicas de extraccion de ADN como la extraccion mediada por amortiguador
quimico Tris-EDTA (TE) y la extraccion mediada con agentes purificantes de
papel FTA con uso de Tris-EDTA (Miranda et al., 2012).

Tabla 10.

Cuantificacion y determinacion de pureza gendémica por NanoDrop™ y Lector de
Placas de muestras utilizadas para estandarizacion de PCR simple, dirigida a la
identificacién y diferenciacion entre los subgéneros Leishmania y Viannia.

Lesh_001 55,845 ng.ul-! 1,03 1,03

Lesh 002 | 142,669 ng.ul* 1,38 1,38

Lesh 003 | 153,402 ng.ul* 1,26 1,26

Pastaza | Lesh_004 90,454 ng.ul™ 1,08 1,08
Lesh 005 | 135,067 ng.ul* 1,4 1,4
Lesh_006 78,19 ng.ul* 1,34 1,34
Lesh_007 80,58 ng.ul* 1,03 1,03
Lesh_008 47,61 ng.ul™ 0,82 0,82
Lesh_009 72,707 ng.ul™ 1,07 1,07
Lesh_010 99,423 ng.ul™ 1,22 1,22
Lesh_011 59,367 ng.ul 0,96 0,96

Napo | Lesh 012 92,535 ng.ul™ 1,13 1,13
Lesh_013 39,062 ng.ull 0,93 0,93
Lesh_014 76,008 ng.ul™ 1,18 1,18
Lesh_015 58,29 ng.ul* 0,92 0,92
Lesh_016 59,77 ng.ul* 1,04 1,04
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5.2.2. Estandarizacion de la PCR simple para deteccion de los subgéneros

Leishmaniay Viannia y secuenciacion de controles positivos.
5.2.2.1. Subgénero Viannia

Con la estandarizacion de la PCR convencional usando los cebadores ICPB-
F470 y ICPB-R641 se determiné que las condiciones mostradas en las Tablas
11 y 12 son ideales para la amplificacion del producto deseado. Dichos
cebadores tuvieron la capacidad de generar un fragmento de 172 pares de bases
(pb) (Figura 19).

Tabla 11.

Condiciones de PCR simple optimizada en un termociclador Eppendorf para
identificacién del subgénero Viannia

1 Activacidon enzimética 94 °C 5 minutos
Denaturacion inicial 94 °C 30 segundos
40 Hibridacion “Cebador — ADN
62 °C 30 segundos
molde”
Elongacion 72 °C 1 minuto
1 Elongacion final 72 °C 7 minutos

Tabla 12.

Concentraciones y volumenes de reactivos de la PCR simple optimizada dirigida

al subgénero Viannia

Buffer (-MgCl>) 10X 1X 1,0u
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Platinum ® Tag ADN

5 ULt 1Ulplt 0,2 ul
polymerase
dNTP Mix 10 mM 0,2 mM 0,5 ul
ICPB-F470 20 uM 0,3 uM 0,15 ul
ICPB-R641 20 uM 0,3 uM 0,15 ul
MgCl> 50 mM 1,5 mM 0,3
H20 - - 6,0 ul
ADN - 10 ng plI?t 2,0
Total - - 10

CP CN MPM

Figura 18. Amplicones de 172 bp visualizados por electroforesis y producidos en
PCR simple estandarizada en un gel de agarosa al 2% tefiido con SYBR® Safe,
para identificacion del subgénero Viannia.

Carril 1: Lesh_001, Carril 2: Lesh_002, Carril 3: Lesh_003, Carril C.P: control positivo (Lesh_014)

para subgénero Viannia, Carril C.N: control negativo, y carriles M.P.M: marcador de peso
molecular Invitrogen Tracklt ® (100 bp a 2000 bp).

El analisis a priori generado para los cebadores ICPB demostr6 una temperatura
de denaturacion minima de 53°C, lo que indicé que teéricamente, la temperatura

de hibridacion minima debia ser de 48°C. Por teoria, la temperatura de
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denaturacion obtenida de los cebadores disefiados no se ajusta a los rangos
optimos de buen cebador ya que si su temperatura minima de denaturacion es
muy baja generalmente pueden generarse hibridaciones inespecificas
(Dieffenbach, Lowe, y Dveksler, 1993). Por otro lado, los valores termodinamicos
descritos en el acapite 5.1.2.1. también no se ajustaron a las caracteristicas de
un buen cebador ya que presentaron un alto grado de estabilidad termodinamica,
lo que requiere de mucha energia para destruir los enlaces homodiméricos y

heterodiméricos.

Sin embargo, empiricamente se determind que la temperatura de hibridacion
optima para dichos cebadores fue de 62°C, es decir, 14°C superior a la
temperatura esperada de manera teorica. Adicionalmente, al darse la
amplificacion de los fragmentos también se pudo inferir que los enlaces
homodimeéricos y heterodiméricos también fueron destruidos. Esa variacion en la
temperatura de hibridacion y en las condiciones fisicoquimicas de los cebadores
pudo deberse a las diversas condiciones fisicas en donde se desarroll6 la
reaccion de PCR. Por una parte, la mezcla fue inducida a una temperatura inicial
de 94°C durante 7 minutos (activacion catalitica de la polimerasa Hot Start) lo
gue pudo generar cambios significativos y paralelos en las caracteristicas
termodinamicas de los cebadores, un estudio que sustenta dicho fendbmeno es
el de Lorenz (2012) en donde ha indicado que en una reaccion Hot Start es
normal que las temperaturas de hibridacion de los cebadores superen a los 60°C
ya que a mayor temperatura, la estabilidad de los enlaces en los oligonucledtidos
sera mucho menor (Mann, Humbert, Dorschner, Stamatoyannopoulos, y Noble,
2009). Por otra parte, otro factor a considerar, es el porcentaje de guaninas y
citocinas de los acidos nucleicos (cebadores y secuencias blanco) debido a que
esto puede influir significativamente en el rendimiento de la polimerasa. La
enzima Hot Start Platinum ® Taq ADN polymerase tiene un rendimiento alto
preferiblemente para secuencias con menor cantidad de guaninas y citocinas
(ThermoScientific, 2015), en consecuencia, por parte de los cebadores, se

calcul6 un porcentaje de 52,5% y por parte de la secuencia blanco se calculé un
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porcentaje de 59,4%, lo que indica que el rendimiento de la reaccién pudo

desarrollarse en las condiciones esperadas.

5.2.2.2. Subgénero Leishmania

A su vez, las condiciones descritas en las Tablas 13 y 14 demostraron ser las
mejores para la obtencion de un fragmento de 300 pb (Figura 20) que permitio

discriminar a este género por PCR simple.

Tabla 13.

Condiciones de PCR simple optimizada en un termociclador Eppendorf para

identificacién del subgénero Leishmania

1 Activacidon enzimética 94 °C 7 minutos

Denaturacion inicial 94 °C 30 segundos
40 Hibridacion “Cebador — ADN
58 °C 30 segundos
molde”
Elongacion 72 °C 1 minuto
1 Elongacion final 72 °C 7 minutos
Tabla 14.

Concentraciones y volumenes de reactivos de la PCR simple optimizada dirigida

al subgénero Leishmania

Buffer (-MgCl.) 10X 1X 1,0 ul

Platihum ® Taq ADN
5 ULl 1,2 ULl 0,24 pl
polymerase
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dNTP Mix 10 mM 0,5 mM 0,5 ul
INAGA-F537 20 pM 0,5 uM 0,25 pl
INAGA-R836 20 uM 0,5 UM 0,25 pl
MgCl> 50 mM 2,2 mM 0,44
H.0 - - 5,32 Hl
ADN - 10 ng plt 2,0 ul
Total - - 10 pl

En el analisis electroforético se demostroé la efectiva amplificacion parcial del gen

nagA obteniendo un producto del tamafio aproximado de 300 pares de bases

(pb) (Figura 13).

300 pb
200 pb
100 pb

CP CN MPM

300 pb
200 pb
100 pb

Figura 19. Amplicones de 172 bp visualizados por electroforesis y producidos en

PCR simple estandarizada en un gel de agarosa al 2% tefiido con SYBR® Safe,

para identificacion del subgénero Leishmania.

Carril 1: Céd. 99, Carril 2: Cod. 105, Carril 3: Cod. 157, Carril C.P: control positivo (Lesh_016)
para subgénero Viannia, Carril C.N: control negativo, y carriles M.P.M: marcador de peso
molecular Invitrogen Tracklt ® (100 bp a 2000 bp).

En comparacion con la PCR simple para el subgénero Viannia, la temperatura

de hibridacién entre los cebadores y el ADN molde estuvo dentro de los rangos

especificados por la literatura, los cuales deben oscilar con temperaturas de
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denaturacion entre 56°C y 62°C usando una enzima Taq polimerasa normal
(Dieffenbach et al., 1993). Al igual que la anterior PCR, las caracteristicas
termodinamicas de los cebadores pudieron cambiar considerablemente debido
a la induccion de temperaturas mayores que 90°C, obteniendo condiciones
ideales para la amplificacion (Mann et al., 2009). El porcentaje de guaninas y
citocinas pertenecientes a la secuencia blanco no superaban el 60%, y los
cebadores presentaron porcentajes menores al 58%, lo que indic6 que las

condiciones para el desarrollo de la reaccion eran favorables.

5.2.3. Secuenciacion de los controles positivos

Los resultados de la secuenciacion gendmica se encuentran en los Anexos 4 y
5. Se determiné que las secuencias de los amplicones obtenidos a nivel
experimental coinciden con los amplicones obtenidos a nivel bioinformatico
(Figuras 21 y 22) lo cual corroboré que estas muestras eran adecuadas para

usarse como controles positivos en el ensayo.

De la misma manera, el programa bioinformatico BLAST demostré que las
secuencias obtenidas pertenecian a sus subgéneros correspondientes (ver

Anexos 6y 7).
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Los resultados obtenidos en la secuenciacion, respaldan que los marcadores cpb
y el nagA son los mas aptos para la generacion de andlisis molecular y filogenia
de las especies del Leishmania (Akhoundi et al., 2016). Sin embargo, como se
puede observar en las Figuras 16 y 17, el producto de PCR in silico contiene
algunos nucleotidos degenerados. Para el alineamiento en el programa
Geneious, se tuvo que generar una comparacion entre la secuencia oficial y el
amplicén secuenciado con el fin de determinar si el amplicon contenia los
nucleétidos correctos con respecto a los nucleétidos degenerados de la
secuencia oficial. Se debe recordar que la muestra amplificada pertenece
Unicamente a una especie y la secuencia oficial es un consenso entre todas las
especies de un subgénero. En dicha comparacion todos los nucleétidos

coincidieron con el grupo de los nucledtidos degenerados de la secuencia oficial.

5.2.4. Estandarizacion de PCR multiple para identificacion de subgéneros

Leishmaniay Viannia.

Las temperaturas Optimas en el termociclador para la PCR mdltiple se
encuentran especificadas en la Tabla 15, como resultado, la temperatura de
hibridacién optima de los cebadores a la cadena molde fue de 64°C. A
comparacion de las PCR simples estandarizadas por separado, las
concentraciones de deoxinucleotidos trifosfato, cebadores y polimerasa fueron
modificadas (Tabla 16). En el caso de los deoxinucleotidos trifosfato, se aumenté
una concentracion final de 0,7 mM. Para los cebadores ICPB se aument6 a una
concentracion de 0,7uM y se mantuvo la concentracion de 0,5 uM para el par de
cebadores INAGA. Por otro lado, para la enzima polimerasa, se decidié cambiar

a una concentracion final de 1,5 UL. pl .
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Condiciones de PCR multiple optimizada en un termociclador Eppendorf para

identificacion de los subgéneros Leishmania y Viannia

1 Activacién enzimatica 94 °C 7 minutos
Denaturacion inicial 94 °C 30 segundos
40 Hibridacion “Cebador — ADN
64 °C 30 segundos
molde”
Elongacion 72 °C 1 minuto
1 Elongacion final 72 °C 7 minutos

Tabla 16.

Concentraciones y volumenes de reactivos de la PCR mudltiple optimizada

dirigida a la discriminacién de los subgéneros Leishmania y Viannia

Buffer (-MgCl>) 10X 1X 1,0 ul
Platnum ® Taq ADN

bolymerase 5 UlLplt 1,5 Ul plt 0,3 pl
dNTP Mix 10 mM 0,7 Mm 0,7 ul

INAGA-F537 20 M 0,5 uM 0,25 ul
INAGA-R836 20 uM 0,5 uM 0,25 ul
ICPB-F470 20 uM 0,7 uM 0,35 ul
ICPB-R641 20 uM 0,7 uM 0,35 ul
MgCl> 50 mM 2,5 mM 0,5 pl

H20 - - 4,3 ul

ADN - 10 ng pl?t 2,0 ul

Total - - 10
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M.P.M 1 5 6 C.PCNMPM

——

300 pb

Figura 22. Amplicones de 172 bp y 300 pb visualizados por electroforesis y
producidos en PCR multiple estandarizada en un gel de agarosa al 2% tefiido
con SYBR® Safe, para identificacion de los subgéneros Viannia y Leishmania.

Carril 1: Lesh_001, Carril 2: Lesh_002, Carril 3: Lesh_003, Carril 1: Cod. 99, Carril 2: Céd. 105,

Carril 3: Cod. 157, Carril C.P: Control Positivo (Coinfeccion artificial), Carril C.N: Control Negativo,
Carril M.P.M: Marcador de peso molecular Invitrogen TrackIt® (100 bp a 2000 bp).

La implementaciéon de las dos primeras PCR simples proporcionaron un
panorama general de las condiciones necesarias para la amplificacion parcial de

los dos genes blanco.

Sin embargo, las condiciones de una PCR mudltiple pueden ser muy distintas ya
sea desde la temperatura de hibridacion hasta las concentraciones de los
reactivos. En el caso la temperatura de hibridacién, esta fue mayor a
comparaciéon con las temperaturas de hibridacion de las reacciones
convencionales por separado siendo de 64°C, esto se pudo deber a dos puntos
importantes: el primer punto se basa en que la amplificacion multiple va dirigida
a 2 locus de distintas localizaciones cromosomicas, es por ello, que se requiere
mayor exactitud en la hibridacion de los oligonucleétidos a sus moldes. En
consecuencia, se sabe que a mayor temperatura, la hibridacién en la PCR sera

mas especifica y a menor temperatura, habrd amplificaciones inespecificas
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(Henegariu et al., 1997). Otro punto es el tipo de enzima usada en la reaccion,
como ya se menciond anteriormente, es normal que en una reaccion Hot Start,

las temperaturas de hibridacion superen a los 60°C (Lorenz, 2012).

Por otro lado, la modificacion en las concentraciones de los cebadores fue
requerida, debido a que en las pruebas iniciales de PCR con concentraciones
equimolares mostraron una mayor amplificacion en el gen nagA con respecto al
gen cpb. Dichos resultados se pudieron deber al nivel de eficiencia de cada par
de cebadores. En consecuencia, los cebadores en la reaccion de PCR pudieron
generar una competencia en donde pudo ser influenciada por: sus caracteristicas
termodinamicas, el porcentaje de guaninas — citocinas y la especificidad
nucleotidica (Panayotis Markoulatos et al., 1999; Sint, Raso, y Traugott, 2012).
Un punto que puede sustentar el fenomeno producido, es la cantidad de
mismatches nucleotidicos (especificidad) que pueden tener los cebadores con
respecto a la cadena molde. En el caso de los cebadores cpb forward y reverse,
contienen hasta 1 nucleodtido degenerado por secuencia, es decir que,
globalmente por cada par de cebadores en la mezcla existen 2 nucleotidos
degenerados lo que puede disminuir la probabilidad de hibridacion en el caso de
una muestra que contiene una sola especie de un subgénero. A diferencia del
par ICPB, el par de cebadores dirigidos para el gen nagA, tuvieron una mayor
probabilidad de hibridarse con su cadena molde respectiva, ya que estos
contienen un solo nucleétido degenerado. Por lo tanto, el aumento de
concentracion por parte de los cebadores degenerados era necesario para
aumentar la probabilidad de hibridacién entre los nucleétidos correctos. La
concentracion enzimatica también varié en el presente experimento, esto pudo
deberse al aumento de la concentracion de los cebadores conjuntamente a las
distintas localidades cromosémicas en donde estos deben hibridarse, al
aumentar la concentracion de enzima, se tuvo que aumentar la concentracion de
dNTP y cloruro de magnesio por igual ya que si existe una elevada concentracién
de nucleotidos, estos pueden inhibir la PCR ya que pueden unirse al magnesio
disponible presente en la polimerasa (Henegariu et al., 1997; Markoulatos,

Siafakas, y Moncany, 2002).



86

5.2.5. Aplicacion de PCR multiple para la deteccion de los subgéneros

Leishmaniay Viannia en muestras de pacientes

5.2.5.1. Validacion de la técnica estandarizada

Los resultados de la amplificacion por PCR mudltiple de los marcadores
moleculares cpb y nagA usados para demostrar la presencia o ausencia de los
subgéneros Leishmania y Viannia tanto de las 16 muestras usadas como
controles positivos, asi como de las ciento veinticinco muestras proporcionadas
por el Dr. Jacob Bezemer se muestran en las Figuras 23, 24, 25, 26, 27.1y 27.2
y enlas Tablas 17y 18.

Las dieciséis muestras usadas para la estandarizacion mostraron un diagnostico
positivo de presencia de Leishmania para microscopia y PCR gracias a la
identificacion de las bandas positivas de 172 pb y 300 pb que se observan en la
Figura 23 demostrando una alta reproducibilidad de la técnica disefiada, es
importante recalcar que las muestras Lesh_ 009, Lesh 010, Lesh 011 vy

Lesh_012 presentaron bandas sutiles como se aprecia en la Figura antes citada.
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Figura 23. Amplicones visualizados por electroforesis y producidos en la
aplicacion de la PCR multiple estandarizada en un gel de agarosa de dos pisos
al 2% tefido con SYBR® Safe, para identificacion de los subgéneros Viannia y
Leishmania.

A. Primer piso: Carril 1: Lesh_001, Carril 2: Lesh_002, Carril 3: Lesh_003, Carril 4: Lesh_004,
Carril 5: Lesh_005, Carril 6: Lesh_006, Carril 7: Lesh_007, Carril 8: Lesh_008, Carril 9: Lesh_009,
Carril 10: Lesh_010, Carril 11: Lesh_011, Carril 12: Lesh_012. B. Segundo piso: Carril 13:
Lesh_013, Carril 14: Lesh_014, Carril 15: Lesh_015, Carril 16: Lesh_016, Carril C.P: Control

positivo (Coinfeccion Atrtificial), Carril C.N: Control negativo, Carriles M.P.M: marcador de peso
molecular Invitrogen Tracklt ® (100 bp a 2000 bp).

Estos resultados, pudieron deberse a que la concentracion de ADN de las
muestras empleadas, si bien poseian un mismo valor, la integridad de las
mismas se pudo ver comprometida ya que estuvieron almacenadas durante un
periodo de dos afios cubiertas con papel a temperatura ambiente, o que pudo
desarrollar condiciones Optimas para el desarrollo de agentes contaminantes
externos como hongos y bacterias ambientales, generando asi muestras en
pésimo estado de conservacion. Entre los agentes que mas tipicos que pueden

presentarse en muestras sanguineas extraidas de ese tipo pueden ser:
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Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus Pseudomonas aeruginosa Yy
Aspergillus (Brecher y Hay, 2005). En consecuencia, la presencia de dichos
agentes contaminantes presentes en una muestra, pueden producir enzimas
extracelulares como proteasas, deoxiribonucleasas y exonucleasas que
pudieron dafiar la integridad de las células hospederas inmovilizadas en el
portaobjetos conjunto a los parasitos presentes intracelularmente (Rodriguez et
al., 1994).

5.2.5.2. Comparacién de los resultados obtenidos entre microscopia y
PCR multiple

De las ciento veinticinco muestras procesadas por PCR mudltiple, treinta y dos
fueron detectadas con presencia Leishmania (Figuras 25, 26, 27 y 28) y noventa
y tres fueron diagnosticadas con ausencia del agente etiologico.
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Figura 24. Amplicones visualizados por electroforesis y producidos en la
aplicacion de la PCR multiple estandarizada en un gel de agarosa de tres pisos
al 2% tefido con SYBR® Safe en muestras de pacientes sospechosos

portadores de Leishmania.

A. Primer piso: Carril 1: C6d. 0, Carril 2: CAd. 1, Carril 3: Cod. 2, Carril 4: Cod. 3, Carril 5: Cod.
4, Carril 6: C6d. 5, Carril 7: CAod. 6, Carril 8: Cod. 7, Carril 9: Cod. 10, Carril 10: Cod. 11, Carril
12: CAd. 10, Carril 12: C6d. 13, Carril 13: Cod. 14. B. Segundo piso: Carril 14: Céd. 15, Carril 15:
Céd. 18, Carril 16: Cod. 19, Carril 17: Céd. 20, Carril 18: C6d. 21, Carril 19: Cod. 22, Carril 20:
Cébd. 31, Carril 21: Cod. 32, Carril 22: Céd. 33, Carril 23: C6d. 16, Carril 24: Cod. 17, Carril 25:
Caod. 34, Carril 26: Céd. 35. C. Tercer piso: Carril 27: Céd. 36, Carril 28: Cod. 37, Carril 29: Céd.
38, Carril 30: Cod. 39, Carril 31: CAd. 40, Carril 32: Céd. 41, Carril 33: Cod. 42, Carril 34: Cod.
43, Carril 35: C6d. 44, Carril 36: CAd. 45, Carril C.P: Control positivo (Coinfeccidn Atrtificial), Carril
C.N: Control negativo, Carril M.P.M: marcador de peso molecular Invitrogen Tracklt® (100 bp a
2000 bp).
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Figura 25. Amplicones visualizados por electroforesis y producidos en la
aplicacion de la PCR multiple estandarizada en un gel de agarosa de tres pisos
al 2% teflido con SYBR® Safe en muestras de pacientes sospechosos

portadores de Leishmania.

A. Primer piso: Carril 1: C6d. 46, Carril 2: Céd. 47, Carril 3: Cod. 48, Carril 4: Cod. 49, Carril 5:
Céd. 50, Carril 6: Cod. 51, Carril 7: Céd. 52, Carril 8: Cod. 53, Carril 9: Cad. 54, Carril 10: Caéd.
55, Carril 11: C6d. 56, Carril 12: Céd. 85. B. Segundo piso: Carril 13: CAd. 84, Carril 14: Cod. 83,
Carril 15: Cod. 82, Carril 16: Cod. 81, Carril 17: Cbd. 80, Carril 18: Cod. 79, Carril 19: Cad. 78,
Carril 20: Céd. 77, Carril 21: CAod. 76, Carril 22: C6d. 75, Carril 23: CAd. 74, Carril 24: C6d. 73. C.
Tercer Piso: Carril 25: Céd. 72, Carril 26: Cod. 71, Carril 27: C6d. 70, Carril 28: Cdd. 63, Carril
29: Cbd. 62, Carril 30: Cod. 61, Carril 31: Cbd. 60, Carril 32: Cod. 59, Carril 33: Cod. 58, Carril
34: Cbd. 57, Carril 35: Cod. 9026, Carril C.P; Control positivo (Coinfeccion Atrtificial), Carril C.N:

Control negativo, Carril M.P.M: marcador de peso molecular Invitrogen TrackIt® (100 bp a 2000
bp).
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Figura 26. Amplicones visualizados por electroforesis y producidos en la
aplicacion de la PCR multiple estandarizada en un gel de agarosa de un piso al
2% tefiido con SYBR® Safe en muestras de pacientes sospechosos portadores

de Leishmania.

Carril: Cod. 87, Carril 2: C6d. 88, Carril 3: Céd 89, Carril 4: Cod. 90, Carril 5: Cod. 95, Carril 6:
Cabd. 9320, Carril 7: Cod. 2989, Carril C.P: Control positivo (Coinfeccion Attificial), Carril C.N:
Control negativo, Carril M.P.M: marcador de peso molecular Invitrogen TrackIt® (100 bp a 2000

bp).
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Figura 27.1. Amplicones visualizados por electroforesis y producidos en la
aplicacion de la PCR multiple estandarizada en un gel de agarosa de cuatro pisos
al 2% tefido con SYBR® Safe en muestras de pacientes sospechosos

portadores de Leishmania.

A. Primer piso: Carril 1: Céd. 134, Carril 2: Céd. 135, Carril 3: CAd. 136, Carril 4: C4d. 137, Carril
5: Cod. 138, Carril 6: Cod. 139, Carril 7: Cod. 140, Carril 8: Cod. 141, Carril 9: C6d. 142, Carril
10: Cbd. 143, Carril 11: CAd. 144, Carril 12: Céd. 145. B. Segundo piso: Carril 13: CAd. 146, Carril
14: C6d. 147, Carril 15: C6d. 148, Carril 16: C6d. 149, Carril 17: Cod. 150, Carril 18: Cod. 151,
Carril 19: Céd. 152, Carril 20: Céd. 153, Carril 21: CAd. 154, Carril 22: CAd. 155, Carril 23: Cod.
156, Carril 24: C6d. 157. Carril M.P.M: marcador de peso molecular Invitrogen Tracklt® (100 bp

a 2000 bp).
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Figura 27.2. Amplicones visualizados por electroforesis y producidos en la
aplicacion de la PCR multiple estandarizada en un gel de agarosa de cuatro pisos
al 2% tefido con SYBR® Safe en muestras de pacientes sospechosos
portadores de Leishmania.

A. Tercer Piso: Carril 25: Cod. 99, Carril 26: CAd. 102, Carril 27: Cod. 104, Carril 28: Cod. 105,
Carril 29: Cdéd. 106, Carril 30: Céd. 117, Carril 31: Cod. 118, Carril 32: CAd. 119, Carril 33: Cod.
120, Carril 34: Céd. 121, Carril 35: Céd. 122, Carril 36: Cod. 123. B. Cuarto piso: Carril 37: Cod.
124, Carril 38: Cbd. 125, Carril 39: Cod. 126, Carril 40: Cod. 127, Carril 41: Cbd. 128, Carril 42:
Cdbd. 129, Carril 43: C6d. 130, Carril 44: CAd. 131; Carril 45: Cod. 132: Carril 45: Céd. 133, Carril

C.P: Control positivo (Coinfeccion Artificial), Carril C.N: Control negativo, Carril M.P.M: marcador

de peso molecular Invitrogen TrackIt® (100 bp a 2000 bp).

La comparacion de sensibilidad de PCR con respecto a la microscopia se

encuentra detallada en la Tabla 17 a continuacion.
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Tabla 17.

Comparacion entre técnicas usadas para la deteccion de la presencia de
Leishmania en muestras de pacientes (Microscopia vs PCR multiple).

Positivo Positivo 19 13
Negativo Negativo 90 63,83
Positivo Negativo 29 21
Negativo Positivo 3 2,13
Total 141 100

Al comparar los resultados obtenidos entre la microscopia clasica y la PCR
multiple, se pudo observar que las dos técnicas coincidieron con el diagndstico
de ciento nueve muestras (77,30%), de las cuales diecinueve fueron
diagnosticadas con presencia de Leishmania (13,47%) y noventa (63,83%)
fueron diagnosticadas con ausencia del agente etiolégico.

Sin embargo, hubo una discrepancia de resultados entre las dos técnicas. Por
un lado, la técnica de microscopia determiné la ausencia del agente etiolégico
en veinte nueve muestras (20,57%), de las cuales todas mostraron ser positivas
mediante PCR; por el otro lado, la técnica de PCR mostré la ausencia del agente
etiolégico en tres muestras (2,13%) a pesar de que el andlisis por microscopia
mostro la presencia del mismo. Generando asi resultados ambiguos en la

deteccion global del parasito en las muestras de estudio.

Mediante un analisis descriptivo, se determin6 que los niveles de sensibilidad de
la PCR con respecto a la microscopia fueron relativamente altos con un
porcentaje global de 86,4% Yy los niveles de especificidad de la prueba molecular
fueron de un 75,6%. Diversos estudios han demostrado la diferencia entre la
especificidad y la sensibilidad entre las técnicas de PCR y microscopia, de las
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cuales la mayoria han demostrado que la PCR es la herramienta mas
prometedora para la identificacion de los agentes etiologicos (Coleman et al.,
2006; Bensoussan, Nasereddin, Jonas, Schnur, y Jaffe, 2006; El-Salam et al.,
2014; Osman et al., 1997).

En el caso de la sensibilidad, varios estudios han determinado que la PCR puede
tener porcentajes de sensibilidad altos desde el 80% hasta el 96% de las
muestras examinadas, concordando con los resultados obtenidos en el presente
proyecto. Sin embargo, existen estudios que afirman que la microscopia también
tiene niveles de sensibilidad altos que pueden llegar hasta el 95% lo que puede
generar también discrepancias a comparacion de la PCR, ya que en los otros
estudios no tomaron en cuenta dos factores imprescindibles que pueden
influenciar positivamente a la sensibilidad microscopica: La experticia humana y
el tiempo de andlisis (Da Silva, Stewart, y Costa, 2005). En el caso de la
experticia humana los resultados dependen Unicamente de la experiencia de la
persona encargada. Si el microscopista del estudio fue de un nivel de experticia
alto, los niveles de sensibilidad pueden aumentar por parte de la microscopia.
Ademas, para la determinacion de un diagndstico clinico considerable por
leishmaniasis, necesariamente se requiere del analisis por duplicado e inclusive
por triplicado de la misma muestra por parte de diferentes microscopistas de
varios laboratorios (Brustoloni et al., 2007). Dicho factor, pudo afectar
considerablemente a la sensibilidad de la PCR estandarizada ya que las 141
muestras fueron analizadas a priori con microscopistas de un alto nivel de
experticia lo que pudo ser un punto en contra para que la PCR disminuyese su
eficacia. Por otro lado, el tiempo es otro factor influyente en la microscopia, ya
gue, si se fusiona un microscopista de alto nivel de experticia con un periodo
largo de analisis, la probabilidad de identificacion de un agente etioldgico puede
ser hasta el 95%. Varios estudios han demostrado que para la obtencién de una
sensibilidad del 95% en microscopia se requiere por lo menos de un periodo de
analisis de entre 40 y 60 minutos por muestra (Figura 28). Sin embargo, para el
presente proyecto, se sabe que el tiempo promedio usado por los microscopistas

para el andlisis de las muestras pudo ser de 10 a 15 minutos lo que pudo generar
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una disminucion considerable de la sensibilidad a porcentajes menores al 80%.
Sin embargo, la sensibilidad de la PCR fue de 86,4%, lo que indic6 que la PCR
fue levemente sensible, pero no mostré un valor alto que pudiese concordar con
los altos porcentajes reportados por otros estudios. Lo que pudo demostrar que
los microscopistas que analizaron las muestras de estudio eran de alto nivel de

experticia.
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Figura 28. Determinacion de la sensibilidad de la microscopia con respecto al

tiempo de analisis por muestra de paciente infectado.

Tomado de (Da Silva et al., 2005)

Por el lado de la especificidad para la deteccion de pacientes con ausencia del
agente etiologico, la microscopia ha demostrado resultados coincidiendo con la
PCR en 63,83% del total de las muestras, lo que pudo significar que el nivel de
eficacia de las dos técnicas estaban casi mismo nivel, para la eficacia, también
se debe tomar en cuenta los parametros nombrados anteriormente, sin embargo,
a pesar de que muchos estudios demostraron la efectividad de la PCR en el area
de la sensibilidad, también obtuvieron resultados bajos en donde la microscopia
obtuvo un alto porcentaje de especificidad con respecto a la deteccion de

pacientes con ausencia del agente etiolégico, lo que pudo significar que para
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identificacion de individuos sanos, fue mejor la aplicacién de un diagndstico por

microscopia (El-Salam et al., 2014).

A pesar de que la microscopia puede ofrecer varias ventajas en la sensibilidad y
especificidad (siempre y cuando tenga un personal capacitado con una amplitud
considerable de tiempo de andlisis por muestra), esta no tiene la capacidad de
diferenciar a los agentes etiol6gicos a nivel taxonémico ya que estos tienen altos
niveles de similitud morfoldgica. Por lo tanto, la microscopia puede ser usada
Unicamente para detectar de manera muy generalizada la presencia o ausencia
del parasito. A diferencia de la PCR, en donde puede detectar y diferenciar a los
agentes etioldgicos, permitiendo la visualizacion de un panorama de los posibles
cuadros clinicos que pueden desarrollarse ya que los subgéneros y las especies
son influyentes para el desarrollo de distintos cuadros clinicos (Akhoundi et al.,
2017).

Por otro lado, la ambigtiedad entre los resultados que mostraron ser positivos
para la presencia del agente etiolégico por microscopia con respecto a la los
resultados negativos obtenidos por PCR multiple pudo deberse a distintos
factores de indole molecular y técnica. Entre los aspectos de indole molecular,
se sabe que existen diversos agentes inhibidores de la PCR que pueden estar
presentes en muestras de tejido linfatico. Para la extraccion de dicho tejido, es
importante generar una pequefa biopsia a nivel cutaneo, en consecuencia, en
dicho procedimiento varios agentes como sustancias antivirales, hemoglobina,
heparina, hormonas, anticuerpos y mioglobina pudieron haberse agregado
involuntariamente junto a las células de estudio (macrofagos) y pudieron haber
afectado en el procesamiento posterior para la extraccion de ADN y su
amplificacion por PCR (Schrader, Schielke, Ellerbroek, y Johne, 2012).

Otros estudios determinaron que la presencia de inmunoglobulina G puede
inhibir a la PCR, debido a que este anticuerpo es muy propenso a la interaccién

con respecto a cadenas de ADN monocatenario (Sidstedt et al., 2018). Por lo
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consiguiente, el presente estudio al usar ADN monocatenario por medio de la
extraccion con Chelex, pudo ser propenso a la inhibicibn por parte de

inmunoglobulinas presentes en las muestras de estudio.

Otro punto a considerar para la justificacion del aparecimiento de un posible error
por parte de la PCR, fue la tomay el procesamiento posterior de la muestra. Uno
de los limitantes para el desarrollo del presente estudio, fue la carencia de
informacion acerca de la parasitemia del paciente. Ya que, si un paciente
presentd niveles de parasitemia relativamente bajos y hubo un error considerable
en el muestreo, el procesamiento molecular pudo haber generado errores
contundentes. Cabe mencionar que la presencia de amastigotes en los
macroéfagos del tejido linfatico no es uniforme, en consecuencia, la toma inicial
de la muestra requiere de un alto nivel de experticia. Es decir, que, si la persona
gue muestrea genera una mala recoleccion de la biopsia, y de manera
involuntaria acarre0 Unicamente a ceélulas sanas, el impacto del diagnostico

afectaria de manera negativa significativamente (Brustoloni et al., 2007).

5.2.5.3. Prevalencia de los subgéneros Viannia y Leishmania de las

provincias de Pastazay Napo

El analisis de prevalencia de los subgéneros de estudio se encuentra
especificada en la Tabla 18. En donde se pudo observar un alto indice de
prevalencia del subgénero Viannia en las dos provincias estudiadas. De las 138
muestras analizadas, 38 (25,36%) demostraron ser del subgénero Viannia.
Diversos estudios realizados en el Ecuador, han demostrado que en la Amazonia
hay la prevalencia de especies del subgénero Viannia como L. braziliensis, L.
lainsoni, y L, naiffi, demostrando asi el mayor porcentaje mostrado por el

subgénero Viannia.

El Ministerio de Salud Publica (MSP), en la gaceta epidemiolégica en donde se

recolectd los datos del ultimo brote de leishmaniasis en el afio 2017, demostré
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gue la provincia del Napo tuvo 95 (0,092%) casos confirmados de leishmaniasis
y que la provincia de Pastaza tuvo hasta 199 (0,24%) casos. El 100% de los
casos analizados mostraron la presencia del cuadro clinico cutaneo. En este
estudio, la cantidad de muestras procesadas no fueron las suficientes para hacer
un analisis epidemiologico de prevalencia de subgéneros contundente debido a
gue no se tuvieron los siguientes datos: a) Los sitios de muestreo, b) El tamafio
real de la poblacion estudiada, ¢) Los indices de parasitemia de cada paciente
afectadoy d) La distribucién geografica de los vectores y los posibles hospederos
intermediarios (Silvestres y domésticos) (Calvopina et al., 2006; Calvopifia et al.,
2004; Dantas-Torres, 2007; Granda, 2017; Kato et al., 2016; Souza et al., 2009).

Tabla 18.

Analisis de prevalencia de subgéneros de Leishmania (Viannia y Leishmania) en
las provincias del Napo y Pastaza de muestras positivas por PCR. Se excluyeron

muestras que mostraron ser positivas para microscopia y negativas por PCR.

. . Napo 27 19.57
Vi t 35 25.36
iannia positivo Pastaza g 580
, ) . Napo 10 7.25
1 .
Leishmania positivo Pastaza 1 072 1 797
Viannia y Leishmania Napo 2 1.45 2 145
positivo (Coinfeccién) |  Pastaza 0 0.00 '
, Napo 90 69.22
Negativos Pastaza 0 0.00 % 65.22
Total 138 100.00 138 100.00

Por udltimo, pero no menos importante del presente estudio, fue la aplicacion del
método desarrollado en el diagnostico de muestras provenientes de enfermos
sospechosos de presentar leishmaniasis cutanea. Cabe mencionar que no se
aplicaron las 16 primeras muestras debido a que no se sabia el género de los
pacientes. Por otro lado, de un total de 125 muestras sospechosas impregnadas
en papel filtro y desde donde se extrajo el ADN, se obtuvo 32 muestras positivas
con bandas para el género Leishmania. De estas muestras, 20 (62,5%)

mostraron una banda de 172 bp pertenecientes al subgénero Viannia, 10
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(31,25%) muestras mostraron bandas de 300 bp caracteristicas del subgénero
Leishmaniay 2 (6,25%) muestras presentaron coinfeccidn de los dos subgéneros
de estudio. En base a dichos resultados se pudo determinar que el 62,5% de
pacientes infectados tuvieron la probabilidad de presentar los cuadros clinicos
mucocutaneo y cutaneo. A diferencia del 31,25% que tuvieron la probabilidad de
tener el cuadro clinico cutdneo y no visceral, ya que no hay especies como L.
infantum, L. donovani y L. major en la Amazonia ecuatoriana (Armijos et al.,
1990; Calvopifia et al., 2006; Calvopifia et al., 2004; Kato et al., 2016; Kato et al.,
2013). Otro punto importante a recalcar en el presente estudio, fue la
identificacion de dos pacientes que tuvieron coinfecciones de especies
pertenecientes a los dos subgéneros (Viannia y Leishmania) en donde
presentaron el cuadro clinico mucocutaneo. Esto pudo deberse a que la especie
del subgénero Viannia del paciente fue la dominante y pudo inhibir el desarrollo
de la otra perteneciente al otro subgénero, en consecuencia el cuadro
mucocutaneo fue prevalente para la persona afectada. Diversos estudios
soportan dicha afirmacién, ya que a nivel in vitro los cultivos mixtos de
Leishmania pertenecientes a distintas especies tienden a generar un
comportamiento antagonico en donde una de las especies resulta ser mas
beneficiada (Babiker et al., 2014; Pacheco, Culinenior, y Morel, 1987). Sin
embargo, también no se pudo descartar la presencia de hibridos de Leishmania
gue pudieron ser el resultado de organismos que tuvieron un ansestro comun,
en donde han logrado retener algunas caracteristicas genotipicas y fenotipicas

entre subgéneros o especies relacionados (Belli, Miles, y Kelly, 1994).

El estadistico de prueba (X?) demostré que no existié una relacion significativa
entre la presencia del parasito con respecto al género de los pacientes,
corroborando que no existe la discriminacion en el aparecimiento del parasito en
base al género (Weigel y Armijos 2001). Sin embargo, se puede observar en el
grafico de barras de la Figura 28 que la presencia del agente etiologico fue un
poco mayor en el género masculino que en el femenino, pero sin significancia
estadistica. Esto se pudo deber a que las personas del género masculino, por lo

general, se encuentran mas expuestas debido que estas trabajan en varias
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actividades al aire libre como la caceria y la agricultura. Generalmente, es en
dichas actividades en donde la transmision ciclica de Leishmania se desarrolla
con mas facilidad (Calvopifia et al., 2004). Ante ello, también se sabe que los
pacientes del género masculino tienen un riesgo de tres veces mayor de obtener

la enfermedad en comparacion con los pacientes femeninos (Weigel et al. 1994).

Tabla cruzada Sexo*Presencia

Recuento
Presencia
Megativo Fositiva Total
Sexo F 37 12 49
56 20 TG
Total 93 32 125
Pruebas de chi-cuadrado
Significacidn Significacidn Significacidn
asintatica exacta exacta
“Walar of (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de 522 1 819
Pearson
Correccidn de ,aoo 1 985
continuidad®
Razdn de verasimilitud a5z 1 8149
FPrueba exacta de Fisher 1,000 486

M de casos validos 125

a. 0 casillas (0,0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo esperado es
12,54,

k. Sélo se ha calculado para una tabla 2x2

Grafico de barras

Fresencia

M regativo
Erositiva

B0

Recuento

Sexo

Figura 28. Andlisis estadistico por chi cuadrado (X?) para la comparacién entre
la prevalencia del agente etioldgico con respecto al género del paciente
infectado, mediante el uso del paquete estadistico SPSS a un nivel de confianza
del 95%.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1. Conclusiones

Dados los resultados obtenidos en el presente estudio se puede concluir diversos

puntos importantes:

Los marcadores cromosOmicos nagA y cpb mostraron ser 6ptimos para la
diferenciacién entre los dos subgéneros ya que diversos estudios de genémica
comparativa sostuvieron que los niveles de conservacion nucleotidica entre las

especies de cada subgénero son muy altos.

El método de Chelex para la extraccion de ADN puede ser muy util para la
obtencion de altas concentraciones de material gendémico, sin embargo, este
puede producir dificultades ya que, debido a la carencia de un proceso de
purificacion, puede dejar remanentes contaminantes que pueden inhibir a la
PCR.

Los cebadores disefiados en este estudio, a pesar de que mostraron analisis
termodinamicos desfavorables, fueron factibles para la estandarizacion de la
PCR multiple, sin embargo, al tener nucleétidos degenerados, esto pudo influir

en gran parte con respecto a la cinética de la reaccion de PCR multiple.

En términos de sensibilidad y efectividad, la PCR presenta mayores ventajas a
comparacion de la microscopia en el caso de procesabilidad de un gran niumero
de muestras a menor tiempo, a diferencia de la microscopia que requiere de
mucho tiempo de estudio por muestra para obtener porcentajes de sensibilidad

considerables.
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En términos de especificidad, la microscopia demostr6 un gran numero de
resultados que coincidieron con la PCR, demostrando que la experticia del

microscopista influye de gran manera en el rendimiento de la microscopia.

Existio mayor prevalencia del subgénero Viannia en las muestras recolectadas,
concordando con otros estudios que indicaron que en la Amazonia prevalecen

especies como L. braziliensis, L. naiffi, L lainsoni y L. panamensis.

Se ha detectado la presencia de coinfecciones de especies pertenecientes a dos
subgéneros en pacientes afectados, este resultado también puedo mostrar la

presencia de posibles especies hibridas.

La presencia del agente etiolégico no se relaciona con el género del paciente,
sin embargo, por lo general, el género masculino es mas susceptible por sus

actividades al aire libre.

6.2. Recomendaciones

Para mayor fiabilidad de la técnica, se recomienda aplicarla en cepas altamente

caracterizadas.

También se recomienda la mejora de la técnica mediante la adiccion de
cebadores discriminantes por especies (separados por subgéneros), permitiendo

asi la obtencién de un resultado mas puntual y especifico.

Se recomienda ver la viabilidad de la técnica en otras zonas geogréficas

ubicadas en el continente americano.
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ANEXOS



Anexo 1

Alineamientos locales de los genes cpb y nagA en especies pertenecientes
alos subgéneros Viannia y Leishmania

1 10 20 30 40 30 a0

I I I I I I I

L. panamensis extraction GCAACATAGAGTCGCAGTGGTACGTTACCACCCACTCGCTGATTACCCTGTCGGAGIAGS
L. guyanensis extraction GCAACATAGAGTCGCAGTGGTACGTTACCACCCACTCGCTGATTACCCTGTCGGAGIAGS
L. peruviana extraction GCRACATAGAGTCGAAGTGGTACCTTGCCACCCACTCGCTGATCTCCCTGICGGAGIAGS

L. braziliensis extraction GCRACATAGAGTCGAAGTGGTACCTTECCACCCACTCECTGATCTCCTTGTCGRAGEAGS
L. panamensis extraction GCAACATAGAGTCGCAGTGGTACGTTACCACCCACTCGCTGATTACCCTGTCGGAGIAGS

L. panamensis extraction AGCTGGIGAGCTGCGATGATGTGGACGAGGGCTGCALCLEEGGLCTGATGCTGCAGGCAT
L. guyanensis extraction AGCTGGIGAGCTGCGATGATGTGGACGAGGGCTGCALCLGEGELCTGATGCTGCAGGCAT
L. peruviana extraction AGCTGGTGAGCTGCGATGATGTGGACGAGGECTGLARCGGCEECCTGATGCTGCAGECGT
L. braziliensis extraction AGCTGGIGAGCTGCGATGATGTGGACGAGGECTGCAACGECEGCCTGATGLTGCAGELGT
L. panamensis extraction AGCTGGTGAGCTGCGATGATGIGGACGAGGGLTGCRAACGECHGLCTGATGCTGCAGECAT

L. panamensis extraction TCGACTGGCIGCTGAACRATAAGRACGGAGCCGTGTACACGGLTGCTAGCTACCCCTACG
L. guyanensis extraction TCGACTGGCIGCTGAACRATAAGRACGGAGCCGTGTACACGGLTGCTAGCTACCCCTACG
L. peruviana extraction TTGACTGGCIGCTGAACAATAGGARCGGAGCCGTGTACACGGETGCTAGCTACCCCTACG
L. braziliensis extraction TTGACTGGCTGCTGAACAATAGGAACGGAGCCGTGTACACGGETGCTAGCTACCCCTACG
L. panamensis extraction TCGACTGGCIGCTGAACRATAAGRACGGAGCCGIGTACACGGLTGCTAGCTACCCCTACG

L. panamensis extraction TGICTGGTAATGGTAGTGTGCCCGAGIGCICG
L. guyanensis extraction TGICTGGTAATGGTAGTGTGCCCGAGIGCICG
L. peruviana extraction TGTCCGGTAATGGCAGIGIGCCCGAGIGLICG
L. braziliensis extraction TGTCCGETAATGGCAGTGTGCCCGAGIGCICG
L. panamensis extraction TGICTGGTAATGGTAGTGTGCCCGAGIGCICG



L. mexicana

L. major

L. infantum

L. donovani

L. arabica

L. amazonensis
L. asthiopica

L. mexicana
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L. infantum
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L. aethiopica
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extraction
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extraction
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1 10 20 30 40 50 &0
| | I | I | I
CGTCATGACCATCTCGCCCCACATCGAGGCACGGTGCAACTACGAGARGATACGCCATCT
CGTCATGACCATCTCGCCACACATCGATGCACGETCCARCTACGAGARGETAAGGTACCT
CETCATGACCATCTCGCCACACATCGAGECACGGTGTAACTACGAGAAGATALGCCACCT
CeTCATGACCATCTCGCCACACATCGAGGCACGGTGTAACTACGAGAAGATACGCCACCT
CGTCATGACCATCTCGCCACACATAGAGGCACGGTGCAACTACGAGAAGGTACGGCACCT
CGTCATGACCATCTCGCCACRCATCGAGGCACGGTGCAACTACGAGARGATACGCCAICT
CGTCATGACCATCTCGCCACRCATCGAGECACGETCCAACTACGAGARGATACGCCACCT

GCTCAAGARGAAGGTGCGCGTCGCGCTCGGGCATGACCGCGCCGCCACCAAGTCGGAGAT
GCTGGAGAAGAAGGTGCGCGTTGCGCTCGGGCACGACCGCECCGCCTCCAAGTCGGAGAT
CCTCGAGRAGARGETGCGCETTGCCCTCEEECACGRCCGCECCECCTCCAAGTCGGAGAT
CCTCGAGAAGAAGGTGCGCGTTGCCCTCGEGCACCACCGCGCCGCCTCCARGTCGGAGAT
GCTGGAGAAGAAGGTGCGCGETTGCGCTCEEGCACGACCGCGCCGCCTCCAAGTCGGAGAT
GCTCAAGAAGAAGGTGCGCGTCECGCTCGGGCATGACCGCGCCGCCACCAAGTCGGAGAT
GCTGGAGRAGAAGGTGCGCGTCGECGCTCERGCACGACCGCECCGCCTCCRAGTCGGAGAT

CATGTGCCCTCTCAAGCTGGCGGCGTCCEAGGAGGAGAAGATGCATGTTACCCACTTCTG
CATGGGCGCCCTCARGCTGGCAGCGTCGGAGGAGGAGAAGATGCATGTCACCCACTIGTG
TATGGGCGCCCTCAAGCTGGCAACCTCGGAGGAGGAGARGATGCATGTTACCCACTTIGIG
TATGGGCGCCCTCRAGCTGGCAACCTCGEAGGAGGAGAAGATGCATGTTACCCACTTCIG
CATGGGCGECCCTCARGCTGECAGCGTCAGAGGAGGAGAAGATGCATGTTACCCACTTGTG
CATGTGOGCCCTCAAGCTGGCCGCETCEEAGGAGGAGAAGATGCATGTTACCCACTICTIG
CATGGGCGCCCTCARGCTCGCAGTGTCGEAGGAGGAGAAGATGCATGTTACCCACTTIGIG

CARCGTCTCCACCTTCAATCACCGTGCCAGCTCACTGCTGARCGCGECCATETGCCCECE
TAACGTCTCCACCTTCAATCACCGTGCCAGCTCACTGGTGAACGCGGCCATETGCCCGLG
CAACGTCTCCACGTTCAATCACCGTGCCAGCTCACTGOTGAACACGGCCATGTGTICCGLG
CAACGTCTCCACGTTCAATCACCGTGCCAGCTCACTGGTGAACACGGCCATGTGCCCGLG
CARCGTCTCCACCTTCAATCACCGTGCCAGCTCACTGETGARCGCGECCATETGCCCGELE
CARCGTCTCCACGTTCAATCACCGTGCCAGCTCACTGGTGAACGTGGCCATGTGCCCECE
TAACGTCTCCACGTTCAATCACCGTIGCCAGCTCACTGGTGAACGTGGCCATGTGCCCGLG

GTTTCCGARCGCCCCACTCTACARRGGGGCGCGCCCGCCARCGCTGEAGATCATTGCTGA
GTTTCCGAACGCGCCGCTCTACAARGGGGCCCGTCCGCCARCGCTGGAGATCATTGLTGA
GITCCCGAACGCGCCGCTCTACAAAGGTGCGCGCCCGCCAACGCTGGAGATCATTGCTGA
GTTCCCGAACGCGCCGCTCTACAAAGGTGCGCGCCCGCCAACGCTGGAGATCATTGCTGA
GTTTCCGARCGCGCCGCTCTACARRGGGGCGCGTCCGCCAACGCTGGAGATCATTGCTGA
GITTCCGARCGCCCCACTCTACAMAGGGGCGCECCCTCCARCGCTGGAGATCATTGCTGA
GITTCCGAACGCGCCGCCCTACARRGGGGCECCTCCGOCARCGCTGGAGATCATTGCTGA



Anexo 2

Analisis de especificidad de cebadores disefiados para discriminaciéon de
subgénero Viannia en el paquete bioinforméatico Primer-BLAST (Sin

nucleétidos degenerados)

Primer pair 1

Sequence (5"-=3") Length Tm GC%
Forward primer GCAACATAGAGTCGCAGTGG 20 59 00 55.00
Reverse primer TAGCTASCACCCGTGTACAC 20 £59.19 £55.00

Products on target templates
>LNE09243 1 Leishmania peruviana genome assembly Leishmania peruviana PAB-4377_WV1, chromosome : 8

product length = 3236

Forward primer 1 GCAACATAGAGTCGCAGTGG 2@
Template 335149 .. iccicrencsenaaaan 33513@
Reverses primer 1 TAGCTAGCACCCOTAGTACAC 2a
Template I i = e T T T 331933

product length = 172

Forward primer 1 28
Template 335149 33513e
Rewverss primer 1 22
Template 334978 334997
product length = 172

Forward primer 1 GQCAACATAGAGTCGCAGTOGG 2a
Template IF2@ES s casarra s e Bha v ann 3328685
Rewverse primer 1 TAGCTAGCACCCGTGTACAC 22
Template . 8= e 321933

=XM_010705915.1 Leishmania panamensis cathepsin L-like protease (CPB), partial mRMNA

product length = 172

Forward primer 1 GCAACATAGAGTCGCAGTGO 20
Template L 489
Rewverse primer 1 TAGCTAGCACCCGTGTACAC 2a
Template = 622

=CP00S37T .1 Leishmania panamensis strain MHOM/PA/SA/PSC-1 chromosome 8 sequence

product length = 172
Forward primer 1 GQCAACATAGAGTCOCAGTGG 22
Template B = 359519

Rewverse primer 1 TAGCTAGCACCCGTGTACAC 2a
Template o 359355

>FRV98982.1 Leishmania braziliensis MHOM/BR/T5/M2904 complete genome, chromosome 8

product length = 2954

Forward primer 1 GQCAACATAGAGTCGCAGTGG 2a
Template 0 327899
Rewverse primer 1 TAGCTAGCACCCGTGTACAC 2a
Template I2A4TES i e i e e e e e e 324784
product length = 172

Forward primer 1 2a
Template 3I3a5aa 332@481
Rewverse primer 1 2a
Template 338329 33@348
product length = 2954

Forward primer 1 GCAACATAGAGTCGCAGTGSE 2a
Template i 33@481
Rewverse primer 1 TAGCTAGCACCCGTGTACAC 29
Template 327547 .. eaa B s e en s s 327566

product length = 172

Forward primer 1 GCAACATAGAGTCGCAGTGG 29
Template i I 327899
Rewverse primer 1 TAGCTAGCACCCGTGTACAC 2a
Template I2ZTSAT ... B e e e e e e e 327568
product length = 172

Forward primer 1 GQCAACATAGAGTCGCAGTGG 2a
Template B = Biawae 324917

TAGCTAGCACCCOTGTACAL 2a
PR SZ24TE4

Rewverse primer 1
Template 324765




=XM_010705915.1 Leishmania panamensis cathepsin L-like protease (CPB), partial mRNA

product length = 172
Forward primer 1 GCAACATAGAGTCGCAGTOGO 28
Template L 489

Reverse primer 1 TAGCTAGCACCCATETACAC 28

TammT =da A1 £77

=E0180933.1 Leishmania guyanensis cysteine protease (CPB) gene, complete cds

product length = 172
Forward primer 1 GQUAACATAGAGTCGCAGTOEE 2@
Template L 439

Reverse primer 1 TAGCTAGCACCCGTGTACAC 28
Template T 622

=EU285030.1 Leishmania panamensis cysteine protease gene, complete cds

product length = 172
Forward primer 1 GQUAACATAGAGTCGCAGTOEE 2@
Template L 439

Reverse primer 1 TAGCTAGCACCCGTGTACAC 28
Template T 622

=AJ512653.1 Leishmania guyanensis partial cpb gene for cysteine proteinase b

product length = 172
Forward primer 1 QCALCATAGAGTCOCAGTGE 22
Template A4 s saa s B3

Reverse primer 1 TAGCTAGCACCCGTGTACAC 28
Template o 196

=LMNE09206.1 Leishmania peruviana genome assembly Leishmania peruviana LEM-1537_V1, chromosome : 8

product length = 172
Forward primer 1 QUAACATAGAGTCOCAGTGE 28
Template L 345481

Reverse primer 1 TAGCTAGCACCCGTGTACACD 28
Template 345389 L........ Teweuwneana.. 345323

=XM_001562091.1 Leishmania braziliensis MHOM/BR/T5/M2904 cathepsin L-ike protease (CPB), partial mRNA

product length = 172
Forward primer 1 GCAACATAGAGTCOGCAGTOG 28
Template L 489

Reverse primer 1 TAGCTAGCACCCGTGTACAC 28
Template 84l  L..... B i i 622

>XM_001562090.1 Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 cathepsin L-like protease (CPB), partial mRNA

product length = 172
Forward primer 1 GCAACATAGAGTCGCAGTGO 28
Template AT7E i e s e 489

Reverse primer 1 TAGCTAGCACCCOTETACAC 2@
Template o A ta s 622

=XM_001562089.1 Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 cathepsin L-like protease (CPB), partial mRMNA

product length = 172
Forward primer 1 QCAACATAGAGTCGCAGTGE 28
Template 478 v ia s naa e BAuvean 489

Reverse primer 1 TAGCTAGCACCCGTGTACAC 28
Template e 622



Anexo 3

Andlisis de especificidad de cebadores disefiados para discriminacién de
subgénero Leishmania en el paquete bioinforméatico Primer-BLAST (Sin
nucleétidos degenerados)

Primer pair 1

Sequence (5'-=3") Length Tm GC%
Forward primer CGTCATGACCATCTCGCCA 19 59.86 57.89
Rewverse primer TCAGCAATGATCTCCAGCGT 20 59.46 50.00

Products on target templates
=CP0275836 1 Leishmania infantum strain TRO1 isolate Lin_ TRO01 chromosome 36, complete sequence

product length = 3@@

Forward primer 1 COGTCATGACCATCTCGCOCA 19
Template e 8537
Reverse primer 1 TCAGCAATGATCTCCAGCGT 2@
Template o 8275

>CP022651.1 Leishmania donovani strain pasteur chromosome 36, complete sequence

product length = 388

Forward primer 1 CATCATGACCATCTCGCCA 19
Template 15247 f e ma e 16229
Reverse primer 1 TCAGUAATGATCTCCAGCGT 28
Template I5948 L. iea e nam s 15967

=CP019545 .1 Leishmania donovani strain MHOM/IMN/1983/AG83 isolate late passage chromosome 36 sequence

product length = 388

Forward primer 1 CATCATEACCATCTCGOCA 19
Template 0 7116
Reverse primer 1 TCAGCAATEATCTCCAGCAT 28
Template BB3S e i e 6854

>CP018604.1 Leishmania donovani strain MHOM/IN/1983/AG83 isolate early passage chromosome 36 sequence

product length = 328
Forward primer 1 COTCATGACCATCTCGICA 19
Template B L 7121

Reverse primer 1 TCAGCAATGATCTCCAGCGT 28
Template BEAE i eanaaa 6859

>XM_003865074.1 Leishmania domovani N-acetylglucosamine-6-phosphate deacetylase-like protein (LDBPK_360040), partial mRNA

product length = 328

Forward primer 1 COTCATOACCATCTCGCCA 19

Template = 555

Reverse primer 1 TCAGCAATGATCTCCAGCGT 28

Template B36 ...iiiiianananananan 817

»FRT799623.2 Leishmania donovani BPK282A1 complete genome, chromosome 36

product length = 320

Forward primer 1 CETCATGACCATCTCGCCA 19
Template i 11178
Reverse primer 1 TCAGCAATGATCTCCAGCGT 28

Template 18BBY ..iiiiensscranananan 18988



Primer pair 1

Sequence (5"->3') Length Tm GC%
Forward primer CGTCATGACCATCTCGCCA 19 E986 5789
Reverse primer TCAGCAATGATCTCCAGCGT 20 5946  50.00

Products on target templates
=FR796468.1 Leishmania infantum JPCM5 genome chromosome 36

product length = 388
Forward primer 1 COTCATGACCATCTOGECA 19
Template i 8525

Reverse primer 1 TCAGCAATGATCTCCAGCGT 28
Template B4 e 8263

=AM_001686521.1 Leishmania major strain Friedlin N-acetylglucosamine-6-phosphate deacetylase-like protein partial mRNA

product length = 380
Forward primer 1 COTCATQACCATCTCGCCA 19
Template 7 555

Reverse primer 1 TCAGCAATGATCTCCAGLGT 20
Template BIE ciiiiiiiiereeaaa 817

=xXM_001469566.1 Leishmania infantum JPCM5 N-acetylglucosamine-6-phosphate deacetylase-like protein partial mRNA

product length = 32@
Forward primer 1 COTCATQACCATCTCGCCA 19
Template 7 555

Reverse primer 1 TCAGCAATGATCTCCAGLGT 28
Template BI6 i 817

=XM_003874297 1 Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103 N-acetylglucosamine-5-phosphate deacetylase-like protein partial mRNA

product length = 338
Forward primer 1 CATCATQACCATCTCGCCA 19
Template 537 e C 555

Reverse primer 1 TCAGCAATGATCTCCAGGT 28
Template BB i 817

=FRT99573.1 Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103 complete genome, chromosome 20

product length = 3@
Forward primer 1 COTCATGACCATCTCOOCA 19
Template 14388 i C 1399

Reverse primer 1 TCAGCAATGATCTCCAGCGT 28
Template 13789 i 13728

=FRT96432.1 Leishmania major strain Friedlin complete genome, chromosome 36

product length = 390
Forward primer 1 CATCATRACCATCTCROCA 19
Template {1 14763

Reverse primer 1 TCAGCAATGATCTCCAGCGT 28
Template 14482 e 145a1



Anexo 4

4.1 Resultados de secuenciacion del amplicon de 172bp a partir del cebador

ICPB-F470y ICPB-R641.
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4.2 Resultados de secuenciacion del amplicén de 172bp a partir del
cebador ICPB-R641
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Anexo 5

Resultados de secuenciacion del amplicén de 300bp a partir del cebador
INAGA-F537

pplied

SEC_G03_Lesh-FW-Lesh_2018-10-03 Inst Model/Name 3100/GA3130-20352-012
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11 CGTGGAGACG TTGCACAAGT GGGTAACATG CATCTICTCC TCCTCCGACG CGGCCAGCTT GRGGGCGCAC 140
141 ATGATCTCCG ACTTGGTGGC GGCGCGGTCA TGCCCGAGCG CGACGCGCAC CTTCTTCTTG AGCAGATGGC 210
T TRTLR(TTT— e
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Resultados de secuenciacion del amplicon de 300bp a partir del cebador
INAGA-R836

gig?li:fgms SEC_H03_Lesh-RV-Lesh_2018-10-03 Inst Model/Mame 3100/GA3130-20352-012
y Lesh-RV-Lesh Oct 03,2018 10:26PM, GMT-05:00
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TR T TP T T A [T T A |III|I||||
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T TR TR T T [ T
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Anexo 6

Verificacion bioinformética de resultados de secuenciacion del fragmento
amplificado discriminante para el subgénero Viannia mediante el uso del
algoritmo del paquete bioinforméatico NCBI-BLAST

Secuencia 1F-B (Secuenciacion Forward)

o == wm BN NN ome._ .. -5 __-ull B Hupml lllll
1 TATCCGTGGEA CGGEAGCTGGE AGUCTGUGAGARA TGTGGACGAG GGCTGCACGGE CGGCCTGATG CTGCAGGCAT 70
gn-- - Dn= 06n  mesd senl_.olss DEG.EEnimn sE_glamsl wsl
71 TCGACTGGECT GUCTGAACAAT ARMACAACGGAG CCGTGTACAC GGGTGCTAGC TAA 123

5-TATCCGTGGA  CGGAGCTGGG AGCTGCGAGA  TGTGGACGAG
GGCTGCACGG CGGCCTGATG CTGCAGGCAT TCGACTGGCT
GCTGAACAAT AAGAACGGAG CCGTGTACAC GGGTGCTAGC TAA-3°

Max | Total Query E

Description Ident Accession
score score  cover value
@ Leishmania panamensis cathepsin L-like protease (CPB), partial mRNA 191 191 90% 4e-45 97% XM_010705915.1
¥  Leishmania panamensis strain MHOM/PA/94/PSC-1 chromosome 8 sequence 191 191 90% 4e-45 97% CP008377.1
¥  Leishmania guyanensis cysteine protease (CPB) gene, complete cds 191 191 90% 4de-45 97% GQ180933.1
¥  Leishmania panamensis cysteine protease gene, complete cds 191 191 90% 4e-45 97% EU289030.1
¥ Leishmania guyanensis partial cpb gene for cysteine proteinase b 187 187 90% 5e-44 96% AJ5126531
¥ Leishmania peruviana genome assembly Leishmania peruviana PAB-4377_V1, chromosome : 8 174 174  90% 4e-40 95% LN609243 1
¥ Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 complete genome, chromosome 8 174 174  90% 4e-40 95% ER798982 1
¥ Leishmania braziliensis MHOM/BR/T5/M2304 cathepsin L-like protease (CPB), partial mRNA 174 174  90% 4e-40 95% XM_001562089 1
Cloning_vector pQ-CPB recombinant cysteine protease mRNA _partial cds 163 163 90% 9e-37 93% AY8501681
Leishmania panamensis cathepsin L-like protease (CPB), partial mRNA
Sequence ID: XM_010705915.1 Length: 1329 MNumber of Matches: 1
Range 1: 528 to 641 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
191 bits{(103) 4e-45 111/114(97% ) 3/114(2%) Plus/Plus
e I I T T AT oo
Sbijct 528 GGAGCTGGTGAGCTGUGATGATGTGGACGAGEGGCTGCAACGGCGGCCTGATGCTGCAGGC 587
e ittty iyt iyit g
Sbjct 588 ATTCGACTGGCTGCTGAACAATAAGAACGGAGCCGTGTACACGGGTGCTAGCTA 641
Leishmania panamensis strain MHOM/PA/24/PSC-1 chromosome 8 sequence
Sequence ID: CPO08377 1 Length: 436873 Number of Matches: 1
Range 1: 359367 to 359480 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
191 bits{(103) 4e-45 111/114(97 %} 3/114(2%) Plus/Minus
S e A T L T T T T o
Sbjct 359488 GGAGCTGGTGAGCTGCGATGATG ACCGAGGGCTGCAACGGLGGCCTGATGCTGCAGGC 3259421
Query &9 ATTCGACTGGCTGCTGAACAATAAGAACGGAGCCGTGTACACGGGTGCTAGCTA 122
. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 359428 ATTCGACTGGCTGCTGAACAATAAGAACGGAGCCGTGTACACGGGTGCTAGCTA 359367



Leishmania guyanensis cysteine protease (CPB) gene, complete cds
Sequence ID: GQ180933.1 Length: 1328 Number of Matches: 1

Range 1: 528 to 641 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
191 bits(103) 4e-45 111/114(97%) 3/114(2%) Plus/Plus
e I T T T AT TTI TT I T T o
Sbjct 528 GGAGCTGGETGAGCTGCGATGATGTGGACGAGGGCTGCAACG GECCTGATGCTGCAGGC 587
Query 59 TTCGACTGGCTGCTGAA GAACGGAGCCEGTGTACACGGGTGCTAGCTA 122
. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 5388 GACTGGCTGCTGAA GCAACGEAGCCOGTGTACACGGGTGCTAGCTA 641
Leishmania panamensis cysteine protease gene, complete cds
sequence ID: EUZ289030.1 Length: 1326 Number of Matches: 1
Range 1: 528 to 641 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
191 bits{103) 4e-45 111/114(97%) 3/114(2%) Plus/Plus
S T O T T T L AT T T T T ITT o
Sbjct 528 GGAGCTGGTGAGCTGCGATGATGTGGACGAGGGCTGCAACGGCGGCCTGATGCT 587
Query 69 TTCGACTGGCTGC TGALA GAGCCGTGTACACGGGTGCTAGCTA 122
. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 588 GACTGGCTGCTG GAGCCGTGTACACGEGGTGCTAGCTA 641
Leishmania guyanensis partial cpb gene for cysteine proteinase b
Sequence ID: AJ512653.1 Length: 522 Number of Matches: 1
Range 1: 102 to 215 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
187 bits(101) Se-44 110/114({96%) 3/114(2%) Plus/Plus
Query 12 GGAGCTG GCTGCGA -GATGTEGACGAGGGCTGC - ACGGCGECCTGATGCTGCAGGC 68
. II|IIIIIIIIII||III||II|II|II|II|IIIIIIII|II|II|IIIII|IIII
Sbjct 122 GGAGCTGGTGAGCTGCGATGATGTGGACGAGGGCTGCAACGGCGGCCTGATGCT 161
e T T T T T T T T AT ey >
Sbjct 162 ATTCGACTGGCTGCTGRACAATAAGAACGGAGCCGTGTACACGGGTGCTAGCTA 215

Leishmania peruviana genome assembly Leishmania peruviana PAB-4377_V1, chromosome : 8
Sequence ID: LNG09243.1 Length: 395183 MNumber of Matches: 1

Range 1: 3231914 to 332027 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

174 bits(S4) 4e-40 108/114(95%) 3/114(2%) Plus/Minus
Query 12 GGAGCTGG-GAGCTGCGA-GATGTGGACGAGGGCTGCA-CGGCGGCCTGATGCTGCAGGC

coser aszozr LML LR L O I o
Query 69 ATTCGACTGGC TGCTGAACAAT AAGAACGGAGCCGTGTACACGGGTGCTAGCTA 122

sjer 331067 oHTRALHUHLAMAMELLALL UL AL 551010

Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2804 complete genome, chromosome 8
Sequence ID: FR798882 1 Length: 386780 MNumber of Matches: 1

Range 1: 324765 to 324878 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
174 bits{(94) 4e-40 108/114(95%) 3/114(2%) Plus/Minus
e tineniin R in NN
Sbjct 324878 GGAGCTGGTGAGCTGCGATGATGTGGACGAGGGCTEGCAACGLCGGLCTGATGCTGCAGGC 324819
Query &9 ATTCGACTGGCTGC ALGAACGGAGCCGTGTACACGGGTGCTAGCTA 122

. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 324818 GITTGACTGGCTGCT GAGCCGTGTACACGGGTGCTAGCTA 324765

Leishmania braziliensis MHOM/BR/7S5/M2904 cathepsin L-like protease (CPB), partial mRNA
Sequence ID: XM_001562089.1 Length: 1326 MNumber of Matches: 1

Range 1: 528 to 641 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
174 bits{34) 4e-40 108/114(95% ) 3/114(2%) Plus/Plus

e T T T T T T T o
Sbjct 528 GCTGGETGAGCTGUGATGATGTGGACGAGGGCTGCAACGGUGECCTGATGCTGCAGGC 587

l
GA
Query 69 A'H'CGACTGGCTGCTGAACAATAAGMCGGAGCCGTGT.&C,QCGGG TGCTAGCTA 122

| |
Sbjct 588 TTGACTGGCTGCTGAACAATAGGAACGGAGCCGTGTACACGGLGTGCTAGCTA 641

GG
|
G



Anexo 7

Verificacion bioinformética de resultados de secuenciacion del fragmento

amplificado discriminante para el subgénero Leishmania mediante el uso

del algoritmo del paquete bioinformatico NCBI-BLAST

Secuencia LeshF (Secuenciacion Forward)

. - Aooclls snanlllad Biactn 0 wulstlnat 0l amails
1 CCARKTGEAG TGGGGCGITC GGACGCGGGC ACATGGCCAC GTTCACCAGT GAGCTGGCAC GGTGATTGAA 70
alalln ol DNRukuniin DERNARRERD onROERRSED DRERRRuden DlRimdiln RucdEREND
71 CGTGGAGACG TTGCACAAGT GGGTAACATG CATCTTCTCC TCCTCCGACG CGGCCAGCTT GAGGGCGCAC 140
NIRERRARD ANRUNRNASE DARUANRSAN DNANAAREN DRUxARRERN RORERENEND TNDNNAM
141 ATGATCTCCG ACTTGGTGGC GGCGCGGTCA TGCCCGAGCG CGACGCGCAC CTTCTTCTTG AGCAGATGGC 210
LW TP TR LT T m— | g
211 GTATCTTCTC GTAGTTGCAC CGTGCCTCGA TGTGTGGCGA GTGGTCATGA CGA 263
5-CCAATTGAG TGGGGCGTTC GGACGCGGGC ACATGGCCAC
GTTCACCAGT GAGCTGGCAC GGTGATTGAA CGTGGAGACG
TTGCACAAGT GGGTAACATG CATCTTCTCC TCCTCCGACG
CGGCCAGCTT GAGGGCGCAC ATGATCTCCG ACTTGGTGGC
GGCGCGGTCA TGCCCGAGCG CGACGCGCAC CTTCTTCTTG
AGCAGATGGC GTATCTTCTC GTAGTTGCAC CGTGCCTCGA
TGTGTGGCGA GTGGTCATGA CGA-3
Description by e [dent| Accession
SCOre sCore cover  valu
Wi Leishmania meyicana MHOMGT/2001/U1103 N-acetylglucosamine-6-phosphate deacetylase-lie protein partial mRNA 425 425 9% 3Je-115 97% XM 003874267 1
Wi Leishmania mexicana MHOMGT/2001/U1103 complete gename. chromasome 20 425 425 9% 3e-115 97% FR799573 1
¥l Leisnmania donovani sirain MHOMANA383/AGE] isolate late passang chromosome 36 sequence B9 39 9% 3e95 92% CPO19s45d
Wl Leisnmania donovani sirain MHOMANA383/AGE] isolate early passage chromosome 36 sequence B9 39 % 395 92% CPOIB6041
¥l Leishmania donovani N-acefylglucosamine-B-phosphate deacetyiase-ike protein (LDBPK 360040), partial mRNA 359 /Y 9% Je-95 92% XM 0038650741
| Leishmania donovani BPK28241 complete genome chrompsome 35 B9 39 9% 3e95 9% FR7996232
| Leishmania infanfum sirain TRO1 isolate Lin TRO{ chromosame 36, complete sequence B3I % 1e93 2% CPO27eied
| Leishmania donovan strain pasteur chromosome 36, complete sequence B3I ORI 9% 1e9% 92% CPo2zssid
| Leishmania infanum JPCM3 genome chromosome 36 33 383 % 1e93 2% FRI964581
| Leishmania infanfum JECMS N-acetylolucosaming-6-phosphate deacetylase-ke protein parial mRNA B3 B3 % 1293 92% XM 001459566 1
| Lelshmania major sirain Frisdlin complete genome, chromosome 36 M3OM3 9% Te92 9% FRT964321

¥ Leishmania major strain Friedlin N-acefylglucosaming-6-phosphate deacetylase-fike protsin partial mRNA ME M8 9% Te92 91% XM 0018865211
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Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103 N-acetylglucosamine-6-phosphate deacetylase-like protein partial mRMNA
615

Sequence ID: XM_003874297 1
Sequence ID: FRT7T99573.1 Length
Range 1: 13750 to 14008 SenBank

Range 1: 537 to 795 GenBank

Score
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Query
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Leishmania donowvani strain MHONM/IN/1883/AGS83 isolate late passage chromosome 36 sequence

Seguence ID: CP019545 1
Range 1: 6876 to 71324 GenBank
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Leishmania donovani strain MHOM/IN/1983/AGA3 isclate early passage chromaosome 36 sequence

Sequence ID: CP018604.1 Length: 2743999 Mumber of Matches: 1

Range 1: 6881 to 7129 GenBank Graphics
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Leishmania donovani N-acetylglucosamine-6-phosphate deacetylase-like protein (

Sequence ID: XM_003865074.1 Length: 1299 Number of Matches: 1

Strand
Plus/Minus
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4/259(1%)

Gaps
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Graphics
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Expect
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CAGCTTGAGGGCGCACATEAT CTCCGACTTGATGACGECECGATCATGCCCGAGCGCGAC 183

ATTGAACGTGGAGACGT TGCACAAGTGGETAMCATGCATCTTCTCCTCCTCOGACGCGGE 123
CLLLCVCLLEELELELELEEE L L L LT L TEETETELTLT
, COLLOLCLEREEE LEE TEEEeeer e et LOCLELELE LD TIETEIL T 1]
Sbjct 675 CAGCTTGAGGGCGUCCATAATCTCCGACTTGGAGOCGGCGCGGTCGTACCCGAGGGCAAC 616

Sbjct 735 ATTGAACGTGOAGACGTTGCACAAGTGOATAACATGCATCTTCTCCTCCTCCGAGGTTRC 676

Leishmania donovani BPK28241 complete genome, chromosome 36

Sequence ID: FR799623 2 Length: 2713248 Number of Matches: 1

Range 1: 537 to 795 GenBank Graphics
Range 1: 109320 to 11188 GSenBank

359 bits(194)

Score
Sbjct 795
Query &4
Query 124
Query 184
Sbjct 615
Query 244

Strand

Identities

Score

GCaps

Expect

3e-95 238/259(92%) 4/259(1%) Plus/Flus

359 bits(194)

Sbjct 18932

Query 7
Query &4

ACGCEGC 123
AGGTTGC 11249

Sbjct 19993

Sbjct 11852

Query 124
Query 184

COATGTG 243
COATGTG 11169

cCT
[1]
cCT

T'Ll-l’alﬂ.GlC AGAT
CHAGGAGGE

TTCT
111
TTCT

Sbict 11118

Sbjct 1117@

Query 244



plete sequence

Leishmania infantum strain TRO1 isclate Lin_TR01 chromosocme 36, com
Sequence ID: CP0273356.1 Length: 2680433 MNumber of Matches: 1

hics

Gra

Range 1: 8297 to 8555 GenBank

Strand

Identities

Score

Gaps

Expect

Plus/Plus

4/259(1%)

237/259(92%)

1=2-93

353 bits(191)

G1'|_'.||311'|_'.||31"GGC CAC

ACACATOGCCET

GCaa
[111
GCGaa
Length: 2775122 Mumber of Matches: 1

Leishmania donovani strain pasteur chromosome 36, complete sequence

Sequence ID: CP022651.1
Range 1: 15989 to 16247 GenBank Graphics

Sbjct 8477 GC

Query 7
Query 64
Sbijct 8357
Query 124
Sbjct 8417
Query 184
Query 244
Sbjct 8537

Strand

Identities

Score

Gaps

Expect

1e-93 237/259(92%) 4/259(1%) Plus/Plus

353 bits(191)

CoCaeC 123
GﬁlTTG C 151838
CGCGAC 183
GGCAAC 16163

Leishmania infantum JPCMS genome chromosome 36
Sequence ID: FRY96468.1 Length: 267¥3956 Mumber of Matches: 1

Sbjct 15989
Query &4
Shbjct 16849
Query 124
Sbjct 16189
Query 134
Sbjct 16169
Query 244
Sbjct 16229

Query 7

phics

Gra

Range 1: 8285 to 8543 SenBank

Strand

Identities

Score

Gaps

Expect

Plus/Plus

4/259(1%)

237/259(92%)

1e-93

353 bits(191)

Sbjct 8495 CAG

Sbjct  BI2ES
Sejct 8345
Skjct 8465
Query 244

Spjct 8525

Query 7



Leishmania infantum JPCM5 N-acetylglucosamine-6-phosphate deacetylase-like protein partial mRNA

Sequence ID: XM_001469566.1 Length: 1299 Number of Matches: 1

Range 1: 537 to 795 GenBank Graghics

Score Identities

353 bits(191)

Expect
1e-93

237/259(92%)

Gaps
4/259(1%)

Strand
Plus/Minus

GAGTEGEEGCATTCGG- -A-CGCGaGCACA

CIL L TELELELE T TLELL [T
GAGCGGCGCATTCGGGAACCGLGRACACA

Query 7
Sbjct 795
Query &4

735

ATTGAACGTGOAGACGTTGCACARGTG

Sbjct ATTGAACGTGOAGACGTTGLACARGTG

124

Query TTT%}T?T G| TGCACATG:’-‘.TCTCC

[T
675 TGAGGGCGEC

GECCACATTCACCAGTRAGCTGECACGGTG

LLE TELELELELLET LT TLLL ]
GGCCGTATTCACCAGTGAGCTGGCACGETE

ARCATGCATCTTCTCCTCCTCCGACGCGGT

|I|I|I|I|I|I|I||||||||I| | |
TTCTCCTCCTCCRAGGTTGE

!
GTGECEGCGCGETCATGCCCGAGCGLGAC
[ II]]] |||%| NI

63

736
123
676
183
6le

|T
Sbjct CATAATCTCOGA
i

Query 243

Sbict

I
TTGEAGGCG
184 GC|GC.‘|3.Cﬂ' Cl

TCTTEAGCAGATGG TTCTCRTAGTTECACCGTGECTCGATGTG
[TIT1] LLLTEL T 1T LLLLELEELE TETETLLITETIT LT
615 GCGCAC (an) C

TACACCGTGCCTCRATGTG

ATC
il
GLGLGETLGTGLCLGAGEGLAAC
TAG
[

Gt

C
[
CTCaTA

CTTCTTCT 356

244
555

T? 261
CG 537

Query

G
1
Sbjct

A5

QA

|
A

GGG
[l

GGG
TCT
[]]

TCT
i
TEETCATG

C
I
C
C
I
C

iil]
GaTCA

Leishmania major strain Friedlin complete genome, chromosome 36
Sequence ID: FR796432 1 Length: 26862151 MWumber of Matches: 1

Range 1: 145232 to 14781 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
348 bits(188) 7e-92 236/259(91%:) 4/259({1%) Flus/Flus
Query 7 GAGTGREGECET TCAGA - - - CaCEaGECACATGECCACGT TCACCAGTGAGCTGOCACGATG 63
Seict 14523 GAbcobcatbHEbbaacdacbbb Al HELH LI LGt 1ase:
Query &4 ATTGAACGTGEAGACOT TACACAAGTGEOTAACATGCATCTTCTCCTCCTCOGACOCGGC 123
soct 14583 AtTehaHSMMSHUAMEHAMUMEHILIHIULLE 1a6s
Query 124 CAGCTTOAGOGCGCACATOATCTCCGACTTGETGOCAGCGCaaTCATGLCCGAGCOCGAC 183
soict 1ases ChHeAGMSLEELM G LA Gata bbb Hat il Ll i dasl 1470
Query 184 QCOCACCTTCTTCTTEAGCAGATGGCATATCTTCTCGTAGTTGCACCGTGCCTCGATGTG 243
soict 14703 bt cclddetacrth SHULHAHEMAL LG 1a7e:
Query 244 TGECGAG-TEATCATGACG 261

Sojct 14763 TeLGAGATEEMEAE 14781

Leishmania major strain Friedlin N-acetylglucosamine-6-phosphate deacetylase-like protein partial mRNA
Sequence ID: XM_001686521.1 Length: 1299 Number of Matches: 1

Range 1: 537 to 795 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
348 bits(188) 7e-92 236/259(91%) 4/259(1%) Plus/Minus
Query 7 GAGTGGEGCGTTCGGA- - -COCGAECACATGOCCACGTTCACCAGTOAGCTGOCACGGTG 63
e s SRS ST e
Query &4  ATTGAACGTGEAGACGTTGCACAAGTGGGTAACATGCATCTTCTCOTOCTCCGACGCGRE 123
ooer s I S
Query 124 CAGCTTGAGGGCGCACATGATCTCCGACTTGATGOCGGCGCGATCATGCCCGAGCGCGAC 183
e o T
Query 184 GCGCACCTTCTTCTTGAGCAGATGRCATATCTTCTCATAGTTGCACCAGTACITCGATGTG 243
soict 615 GbtAHHU cchbbidatactrtActHHEHHIBHILHML 556
Query 244 TGOCGAG-TGETCATGACG 261

Soict 555 TAWGAGATGEHATBALG 537



Anexo 8

Cartas de aprobacion de los comités de bioética de la Universidad
Internacional del Ecuador (UIDE) y del Instituto Nacional de Investigacion
en Salud Pudblica (INSPI).

o =%
U I D E COMI ;’:?;??I' TICA

Universidod Internccionol del Ecuador

COMUNICACION
UIDE-FCM-EDM-COM-18-0009
Comité de Etica

Escuela de Medicina

PARA: Dr. Jacob Bezemer
Investigador Principal

DE: Dr. David Bastidas H.
Presidente del Comité de Etica para la Investigacién en Seres Humanos (CEISH)-UIDE

ASUNTO: Protocolo Aprobado — Céd. Ref.: CEU-069-18

FECHA: 23 de abril de 2018

De mi consideracién:

El Comité de Bioética para Investigacién en Seres Humanos ha evaluado su proyecto titulado:
“Diagndstico por la Técnica de Amplificacion Isotérmica Mediada por Asas (LAMP),
Identificacién de Especies en Muestras Obtenidas en Papel Filtro, Estudio de Calidad De Vida
y Determinacién de Ubicaciéon Geografica de Pacientes con Leishmaniasis Mucocutdnea en
las Provincias de Napo, Pastaza, Morona Santiago y Pichincha (2018 — 2021). ", al no existir
observaciones ni comentarios se decide su aprobacion definitiva, por lo tanto, puede proseguir
con la ejecucién de la investigacion.

Atentamente,

R

o

prm

r. DaYid Bast
Presidente €O

ité de Etica

Universidad Internacional del Ecuador
Facultad de Ciencias Médicas, de la Salud y de la Vida
Edificio Administralivo, 2do. piso Avda, Jorge Ferndndez y Simdn Bolivar Quito, Ecuadaor
Teléfono: + 593 2 2985600 exl 2263 Correo electrénico: ceish@uide.edu.ec Skype: ceish-uide

www.uide.edu.ec

e —————r——
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CoHTTl OF THCA DR ETENTIONG K1 H B E R g HRN 1 Eha ol D Thvoms iacigmey, ol [MVESTRGATN B 5 UG WBLICH (1HEFT]

Notificuckn de la revision del Comité de Etica de Investigaclén en Seres Hunsanos
{CEISH) del Instituto MNacional de Investigaciin en Salud Priblica -Leapaldo lagulets
Pérez (INSPI-LIF)

Para: Dr. Carlos Vinicen Chiluisa Guacho,

Tiuls del Protocele: “Evidencia microsodpics y molecelar de infeccidm humana por Dlarias Mansorella
spp. en la regitn amaxdnica, Bousdor™,

Protecolo #: CEISHANSPLO1Y

Viersiém: 2

Fechs de recepoida del profocola: 14 de abril ded 3018

Fecha de ressducidan 24 de mayo 3003

Resolucidas Esie ipo de proiocolo o se commesponde con un Comié de Erica de Invesiigacids cn Seres
Humangos,

For medic de la presenie m certilica gue el esiudio de invesligacidn, "EVIDERCLA MICROSCOPICA ¥
MILECULAR DE INFECCION HUMANA POR FILARIAS MANSONELLA SPP. EN LA REGIN
AMAZONICA. ECUADOR”, fug revisado por el Cominé de Elica de bevesiigacidn en Seres Humanes
JCELSHD) el Bttt Nagional de Investigacidn en Saled Pdblica 1NSFI Dr. Leopoldo Eequieta Pérex

Paa dor el sval 8 proyecso “Evidencia microscdpicn v mwolecular de infeccidn bomana por (klaries
Mansonella spp en la regada amazinica, Fousdor™, Se requiere di b #ipuiente:

& En vinud gue el proyecio ssed hasedo en ldminas que Tueron somados de soes humanos, s solicita
o jurier & pencedimibcnnn de anoni mizacedn & 18 daios 5 mines.

En caso de reqeen otre ssformecion sdicesal disimlas al CEISH del INSPLLIP, & b dirccode Calle
lquique B 14-2E3 y Yaguachi, Semor el Dorada. Pusde eacomn inlormacidn sdicienal en ol sitio weh del
CEISH, hipitwww.investigacionsalud, gob ec'wehsiceishd, o de maners direcle & su Scenclana, Weninica

Tomguiza. al cmail mioaguiza@inspl. gob ec.

['I:Tdidrrrnq-.

1 - miie]
A Lhera B:Ju-u:r |
Frosikenia el Comité de Etica de Investipacsdm en Seres Humamos (CELSH) del Issmnnn
Macioral de Investigacida en Salud Pablica: Leopoldn Ingeiets Pérez (INSFI-LIF)

20 dez maya dil 2018
Fecks de Correrpaidiieda
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